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Uber Kalkausfallung durch Mikroorganismen. 


Ve mm 
Carl Naeslund. 


(Aus dem Bakteriologisch-Hygienischen Institut der Universitat Upsala.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Ausfallung von Kalk erfolgt im Korper oft im AnschluB an die 
Entwicklung von Mikroorganismen. Beim Versuch, die Ursache einer 
derartigen Kalkausfaillung zu erklairen, beriicksichtigt man in der 
Regel nicht die Méglichkeit, daB die Mikroorganismen wahrend ihres 
Wachstums die Léslichkeitsverhaltnisse fiir den Kalk so verindern 
kénnten, daB dieser dadurch ausfallt. Man nimmt vielmehr allgemein 
an, dab Kalkablagerung in den Vegetationen der Mikroorganismen, 
wie Actinomyceskérnern, Tuberkelbakterienanhaufungen, Leptothrix- 
pfropfen in den Tonsillen oder dergleichen als eine auf rein physikalisch- 
chemischem Wege entstandene Kalkinkrustation von toten Mikro. 
organismen zustandekommt. 


Fiir die Untersuchung der Rolle, welche die Mikroorganismen bei det 
Kalkausfallung im Koérper spielen, besitzen gewisse kalkreiche Konkremente, 
die sich auf einem Stroma von Mikroorganismen bilden, groBes Interesse. 
Besonders gilt dies von Speichelsteinen und vom Zahnstein. Es hat sich 
nimlich gezeigt, daB diese beiden Konkrementformen von mehr oder 
weniger stark ausgebildeten Actinomyces- oder Leptothrixvegetationen 
durchsetzt zu sein pflegen, und bei Ziichtungsversuchen aus den Konkre 
menten erhielt man -eine gréBere Anzahl Reinkulturen der genannten 
Mikroorganismen. Bei naherer Untersuchung der Verhaltnisse, unter 
welchen diese Konkremente gebildet werden, hat es sich ferner heraus 
gestellt, daB sie héchstwahrscheinlich als Folge des Wachstums der Mikro- 
organismen in Speichel oder Exsudat') entstehen. 

Eine andere Konkrementbildung, die gleichfalls mit der Entwicklung 
von Mikroorganismen in Zusammenhang zu stehen scheint, ist der Tranen- 
stein. Eine nahere Untersuchung iiber die Entstehungsweise und die 
Ursache der Konkrementbildung in den Tranenwegen existiert allerdings 


1) Siehe naiheres dariiber: Naeslund, Acta Path. et Microb. Scand, 2, 


244, 1925; 8, 637, 1926. 
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nicht, dagegen finden sich in der Literatur mehrere Angaben, daB Actino- 
myces') in derartigen Konkrementen gefunden oder aus ihnen geziichtet 
wurden ®). 

Um die Kalkausfallung und die Konkrementbildung durch die 
Mikroorganismen im allgemeinen und die hierbei vor sich gehenden 
Prozesse niher zu studieren, habe ich folgende Versuche ausgefiihrt 

Kine Anzahl verschiedener Mikroorganismen wurde betreffs des 
Vermégens, bei Wachstum in kalkreichen Medien Kalk auszufillen, 
untersucht. Bei diesen Untersuchungen wurden verschiedene Medien 
gepriift, wobei gewéhnliche Peptonbouillon, mit einem so gut wie 
neutral reagierenden Kalksalz Calciumchlorid versetzt, zu- 
friedenstellende und vergleichbare Resultate*) ergab. 

Der Calciumchloridgehalt in der Bouillon betrug 0.5 bis 0,7 Proz. 
Die Wasserstoffionenkonzentration der Bouillon betrug 6,8 bis 7,1. 
Die Versuche wurden bei 37°C in Kolben ausgefiihrt, die gewéhnlich 
einen Fassungsraum von 100 cem hatten. Sobald die ausgesiten Mikro- 
organismen anscheinend den Héhepunkt ihrer Entwicklung erreicht 
hatten, wurden die Kulturen und das Medium auf Vorhandensein von 
Kalk in fester Form untersucht und auch die Wasserstoffionenkonzen- 
tration bestimmt. 

Versuche mit nachstehenden Mikroorganismen gaben ziemlich 
gleichartige und konstante Resultate. 

Penicillium brevicaule sowie ein paar Mucor-Arten: Urspriingliche 
PH 7.6. Nach einem Monat reichliche Kalkablagerung in den auf der 
Oberflache wachsenden Kulturen. Ein paar Kulturen sind zu festen Platten 
verkalkt. Keine makroskopisch sichtbare Kalkausfallung in der Bouillon, 
Pu = 7,6 bis 7,9. 

Actinomyces. _Es wurden mehrere verschiedene Actinomycesstaémme 
untersucht: Act. cornealis (Lowenstein), Act. asteroides (Eppinger), Strept. 


') Die Bezeichnung Actinomyces wird hier im Sinne der Bakterien- 
klassifizierung angewendet, die von der ,,Society of American Bacteriolo- 
gists’’ vorgeschlagen wurde, und umfaBt die langen, verzweigten Mikro- 
organismen, die in der Literatur unter dem Namen von Actinomyces, 
Streptothrix, Cladothrix, Nocardia, Oospora usw gehen. 

*) Nahere Literatur dariiber z. B. in: C. Nagel, Amer. Journ. Ophthalm. 
Ill, 3, 327, 1920; G. Robert, Intern. Clin. 3, 83, 1921; Peeméller, Beitr. z. 
Klin. d. Tuberk. 50, 523, 1922 (nur Literaturangaben). 

3) Ohne Zweifel ware es wiinschenswert gewesen, die Versuche mit 
Kalk in der Form, wie er im menschlichen Kérper gelést vorkommt, aus- 


zufithren. Derartige Versuche sind indes sehr schwierig und zeitraubend, 
weil sie groBe Fliissigkeitsmengen, konstanten Kohlenséuregehalt und 
konstante Wasserstoffionenkonzentration erfordern. Versuche tiber Kalk- 
ausfillung in Speichel haben auch gezeigt, daB man im groBen ganzen 
dieselben Resultate erhielt, ob der Kalk in natiirlicher Weise gelést im 
Speichel vorhanden war oder in Form von Calciumchlorid (siehe naheres 
dariiber: Naeslund, Acta Path. et Microb. Seand. 2, 244, 1925). 
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madurae (Vincent), Strept. buccalis (Winslow), Act. hominis (Landsteiner), 
und anaerobe aus aktinomykotischem Material vom Menschen 
aerobe, aus Speichel- und Zahnstein sowie aerobe 
6.9 bis 7 


aerobe 
reingezuchtete Stamme; 
aus Heu und Erde reingeziichtete Stémme. Urspriingliche py 
Nach ungefihr 2 Monaten war in siamtlichen Kulturen Kalk ausgefallt 
worden. Am starksten war die Verkalkung der iippig wachsenden Stamme 
aus Speichel- und Zahnstein, Heu und Erde, ferner Strept. buccalis und 
In einem Teile der Falle waren diese Kulturen zu harten 


Strept. madurae. 
In der Bouillon makroskopisch keine 


Kalkplatten verwandelt worden. 


Kalkausfallung, py 7.6 bis 8,1. Von Act. cornealis und asteroides ergaben 
sich schwach verkalkte Kulturen, die bei leichter Beriihrung zu einer sand 
ahnlichen Masse zerfielen. py-Wert 7.3 bis 7,7. Die anaeroben Actino 
mycesstamme entwickelten sich schlecht und zeigten nur eine sehr unbe 
deutende Kalkausfallung. py 7.2 bis 7,3. 

Tuberkelbazillen (bovine). Urspriingliche Pu 7.0 Nach 4 Wochen 
deutliche Kalkausfallung in den Kulturen, die bei Beriihrung in kleine, mehr 
xler weniger stark kalkinkrustierte Bruchstiicke zerfielen; py 7.6. 

Timotheebazillen. Urspriingliche Pu 6.9 bis 7,1. Nach ungefahr 
einem Monat waren die auf der Oberfliche wachsenden Kulturen stark 
verkalkt, zu diinnen, spréden Platten; py 7,9. 

Smeqmabazillen. Urspriingliche py 6.9. Nach ungefahr einem Monat 


enthalten die Kulturen einen ziemlich starken Kalkniederschlag, der bei 
leichter Beritihrung zu einer sandahnlichen Masse mit vereinzelten kleinen, 
festen Kalkschollen zerfallt; py 7,8. 

Butterbazillen. Urspriingliche py 7.1. Nach ungefaihr einem Monat 
dasselbe Verhalten wie bei den vorhergehenden. 

B. subtilis. Urspriingliche py 6.9. Nach einer Woche deutliche 
Ausfallung von Kalk in den Kulturen, so da® diese diinne, spréde, leicht 
zerfallende Hautchen auf der Substratoberfliche bilden; py & 8 


B. anthracis. Urspriingliche py 6.9. Nach einer Woche unbedeutende 
Ausfallung von Kalk; py 7.3. 

Microc. pyogenes aureus. Urspriingliche py 7,1. Nach einer Woche 
sehr geringe Kalkausfallung; py 7,4. 


B. typhi. Urspriingliche py 7.0. Nach einer Woche im groBen und 
ganzen dasselbe Verhalten wie beim vorhergehenden. 

Aus diesen Versuchen geht also hervor, daB eine Anzahl Mikro- 
organismen das Vermégen besitzt, waihrend ihres Wachstums in kalk 
reichen Medien Kalk in fester Form auszufallen. Diese Kalkausfallung 
scheint so gut wie immer mit einer Verringerung der Wasserstoffionen 
konzentration im Zusammenhang zu stehen; oft so, daB die Ausfallung 
um so stirker wird, je héher der py-Wert steigt. Ferner findet man 
daB diejenigen Mikroorganismen, die in dichten, zusammenhingenden 
Verbanden wachsen, wie Schimmelpilze, gewisse Actinomyces und zu 
einem gewissen Grade auch die Timotheebazillen leicht zu einheitlichen 
festen Kalkstiicken verkalkt werden, wahrend diejenigen Mikro- 
organismen, die sich zu lose zusammengefiigten Kolonien entwickeln 
wie es scheint, nicht das Vermégen besitzen, die ausgefallten Kalk- 

1* 
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partikel zu gréBeren und festeren Kalkstiicken zu binden. Hierher 
diirften die meisten Bakterien gehéren. 

Diese Beobachtungen erkliren in einer anscheinend zufrieden- 
stellenden Weise, weshalb speziell die fadenférmigen Mikroorganismen 
[wie Actinomyces!) und Leptothrix] leicht verkalkt werden und Ver- 
anlassung zu Konkrementbildung im Koérper geben kénnen, und weshalb 
diese Mikroorganismen vor anderen Mundbakterien den organischen 
Grundstock fiir Speichelsteine und Zahnstein bilden. 

Fiir die Entstehung der Kalkausfaillung durch Mikroorganismen 
ist die Zusammensetzung des kalkhaltigen Mediums von groBer Be- 
deutung. So kann ein Zusatz von léslichem Phosphat in kleinen Mengen 
eine raschere und stirkere Kalkausfallung hervorrufen, wihrend Zusatz 
einer Zuckerart, die von den Mikroorganismen gespalten wird, die 
Kalkausfallung hemmt. In der Regel sind sowohl die gewéhnlichen 
fliissigen, bakteriologischen Nahrsubstrate als die Kérperfliissigkeiten 
(wie Ascites, Blutserum und Speichel) geeignete Medien fiir Ausfallung 
von Kalk in fester Form durch Mikroorganismen. Kleine Veranderungen 
in der chemischen Zusammensetzung dieser Medien kénnen indes leicht 
die Méglichkeiten fiir die Entstehung von Kalkausfallung und Kon- 
krementbildung verindern. 

Bei so gut wie allen Versuchen zeigten sich die auf der Substrat- 
oberfliche wachsenden Kulturen bedeutend starker kalkinkrustiert als 
diejenigen in der Tiefe. In mehreren Fallen konnten die oberflaichlichen 
Kulturen stark verkalkt sein und reich an Calciumearbonat, wahrend 
die am Boden des GefiBes wachsenden Kolonien keinen deutlichen 
Kalkniederschlag oder nur eine geringe Menge ungelésten Calcium- 
phosphats aufwiesen. Es liegt mahe anzunehmen, dab die Ursache 
dieses Verhalténs in einem Einflu®B der atmosphirischen Kohlensaure 
auf die Entstehung der Kalkausfallung in den oberflachlichen Kolonien 
zu suchen ist. 

Um diese Frage zu untersuchen, wurden Versuche mit einigen 
stark wachsenden und kalkausfaillenden Actinomycesstammen, sowie 
mit einem Stamm von Penicillium brevicaule angestellt, die ich auf 
calciumchloridhaltiger Ascitesbouillon (py 7.1) entweder unter einer 
Schicht von fliissigem Paraffin®) oder im kohlensiurefrei gemachten 
Raume wachsen lie}. Zum Vergleich wurden abniiche Ziichtungs- 
versuche in gewohnlicher Weise bei freiem Luftzutritt gemacht. 

Die Versuche in der kohlensaurefreien Atmosphare wurden so ausgefiihrt, 
daB man die mit Actinomyces besiten Kolben in ein groBes GlasgefaB mit 


1) Siehe Anm. 1, 8. 2. 
2) Eine Schicht fliissigen Paraffins verhindert nur bis zu einem ge- 
wissen Grade das Eindringen der Luftgase zu den darunter wachsenden 


Mikroorganismen. 
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Kalkausfallung durch Mikroorganismen. 5 


dicht schlieBendem Deckel brachte, durch welchen zwei Réhrehen fiihrten. 
Gleichzeitig lie} man ungefahr 200 com Kaliumhydratlésung (10 Teile KOH 
und 6 Teile H,O) auf den Boden dieser GlasgefiBe hinabrinnen. Nach 
Aufsetzen des Deckels wurde wihrend einiger Minuten Luft, die in Wasch 
flaschen von Kohlensaure befreit worden war, durch das GlasgefaB gesogen 

Dieses Durchsaugen von kohlensaurefreier Atmosphire wurde dann 
jede Woche wiederholt. 

Nach 2 Monaten wurden die verschiedenen Kulturen auf das Vor 
handensein von ausgefilltem Kalk untersucht. Hierbei zeigte sich, dab 
in allen drei Versuchsserien eine sehr starke Entwicklung der Actinomyces 
kulturen erfolgt war. Die Kulturen, die bei freiem Luftzutritt gewachsen 
waren, hatten sich so stark verkalkt, daB sie feste Kalkplatten bildeten; 
bei den in kohlensaéurefreier Atmosphare und unter der Paraffinschicht 
entwickelten Kulturen war die Kalkausfaillung nicht so stark ausgeprigt, 
aber doch augenfallig. In diesen letztgenannten Kulturen hatte sich Kalk 
in Form von mehr oder weniger groBen Kalkschollen und sandahnlichem 
KalkgrieB abgelagert, der teilweise aus Calciumcarbonat bestand. Am 
schwachsten war die Kalkausfallung bei den Ziichtungsversuchen unter 
dem Paraffin, aber die Kulturen waren in dieser Versuchsserie in der Regel 
nicht so stark entwickelt, wie bei den zwei anderen. In saimtlichen Versuchen 
war die Bouillon véllig klar, ohne sichtbare Kalkausfallungen. Die Wasser- 
stoffionenkonzentration hatte nach Beendigung der Versuche in’ den 
Kulturen, die sich in freier Luft und in kohlenséurefreier Atmosphare 
entwickelt hatten, einen py-Wert von 7,6 bis 8,2 erreicht, waihrend die ent- 
sprechenden py-Werte der unter der Paraffinschicht entwickelten Kulturen 
7.3 bis 7.5 betrugen. 

Aus diesen Versuchen scheint also hervorzugehen, daB die Kalk- 
ausfaillung durch Mikroorganismen rascher und kriaftiger geschieht, 
wenn der ProzeB unter gleichzeitiger Einwirkung des Kohlendioxyds 
der Luft vor sich gehen kann. 

Bei dén hier angefiihrten Untersuchungen ist es unmdglich, fest- 
zustellen, inwiefern die Kalkausfillung in den Kulturen eine Folge der 
biochemischen Prozesse ist, welche durch die wachsenden Mikro- 
organismen hervorgerufen werden, oder ob es sich nur um eine auf 
rein physikalisch-chemischem Wege entstandene Kalkinkrustierung 
von toten Mikroorganismen handelt. Um die Verhiltnisse, unter 
welchen Kalkausfillung und Verkalkung von Kulturen entstehen 
kénnen, zu untersuchen, sind deshalb folgende Versuche ausgefiihrt 


worden. 


Kulturen von Tuberkelbazillen, Actinomyces- und Timotheebazillen, 
die 1 bis 2 Monate auf gewéhnlicher Bouillon gewachsen waren, wurden 
durch ‘,stiindige Erwirmung auf 90° getétet und auf sterile Bouillon 
iiberfiihrt, die 0,7 Proz. Caleciumchlorid enthielt. Mit Hilfe von kleinen 
Paraffinplatten hielt man die Kulturen in gleicher Weise wie wachsende 
Oberflaichenkulturen auf der Substratoberflache schwimmend. Nach 
zweimonatiger Verwahrung im Thermostaten konnte in den Kulturen 
keine Kalkausfallung konstatiert werden. 

Ein anderer Versuch wurde derart ausgefiihrt, daB eine abgetétete 
Kultur auf die Oberfliche von caleiumchloridhaltiger Bouillon gebracht 
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und gleichzeitig der letztere mit lebendem Material von demselben Stamme 


besat wurde. Nach einigen Wochen Verwahrung bei 37° waren die aus- 
gesiiten Kulturen iiber die Substratoberfliche ausgewachsen und nach 
einigen weiteren Wochen waren die lebenden Kulturen in die toten hinein 
gewachsen und hatten sie ein Stiick weit infiltriert. Bei der Untersuchung 
zeigte sich, daB& Kalksalze in der Kultur, die wuchs, und in dem Teil det 
toten Kultur ausgefallen waren, der mit lebenden Actinomyces-Vegetationen 
infiltriert war, wahrend der iibrige Teil der toten Kulturen frei von Kalk 


in fester Form war. 

Ein adhnlcher Versuch mit Schimmel ergab dasselbe Resultat. 

Bei der Beurteilung der Rolle, welche die lebenden Mikroorganismen 
hei der Entstehung von Kalkkonkrementen spielen, ist auch die Kenntnis 
der Lokalisation der Kalkausfillung in verkalkten Kulturen von Be- 
deutung 

Kine Anzahl von Kulturen in verschiedenen Stadien von Verkalkung 


wurden nach Celloidineinbettung und Schneiden mikroskopisch untersucht. 
Es zeigte sich dabei, daB die Kalkausfallung gewéhnlich in dem Teil det 





b 
a 
Abb. 1 
Querschnitt durch ActinomycessKultur aus kalkhaltigem Speiche! mit beginnender Verkalkung 
verkalkte Schicht, ¢ obere Flache der Kultur, untere Flache der Kultur. Entkalkung 


mit Trichloressigsaure. Farbung mit Hamatoxylin und Eosin. Mikrophotographie.  malige 
VergroBerung 
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Kalkausfallung durch Mikroorganismen. 


Kultur beginnt, in dem man das schnellste Wachstum und den raschesten 
Stoffwechsel vermuten muB. Bei den aerob wachsenden Kulturen findet 
man somit den Beginn der Kalkausfallung ein Stiick unter der oberen 
Kulturflache. Die Kalksalze fallen zuerst in den am kriftigsten gefarbten 
Teilen des Mycels in Form von gréBeren oder kleineren Koérnern aus, die 
sich nach und nach vergréBern und zu groBen einheitlichen Kalkstiicken 
zusammenwachsen (s. Abb. 1). 

Bei Ziichtungsversuchen aus zentralen Teilen von alten, vollstandig 
verkalkten Kulturen wuchsen gewéhnlich grobe Mengen Kolonien auf Agar. 

Die Resultate simtlicher Versuche sprechen also dafiir, daB Aus- 
fallung von Kalk in Kulturen von Mikroorganismen, die in kalkhaltigen 
Medien unter Verhiltnissen, wie sie bei den hier ausgefiihrten Versuchen 
vorlagen, wachsen, eine Folge der biochemischen Prozesse ist, welche 
durch die Mikroorganismen wahrend ihrer Entwicklung hervorgerufen 
werden, sowie daB die Ablagerung von Kalk in den Kulturen vor sich 
geht, wihrend die Mikroorganismen noch am Leben sind. Es scheint 
auch, als ob resistentere Mikroorganismen in vollstandig verkalkten 
Kulturen in gréBerem AusmaB relativ lange Zeit leben bleiben 

Was die Natur der biochemischen Prozesse, die die Kalkausfillung 
verursachen, betrifft, so diirfte die Veranderung der Wasserstoffionen- 
konzentration der wichtigste Faktor sein. In samtlichen Versuchen, in 
denen Kalkausfaillung vorgekommen ist, wurde immer eine bedeutende 
Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration beobachtet. Wird dagegen 
die Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration z. B.{durch Zusatz 
von garungsfaihigen Zuckerarten verhindert, so entsteht keine deutliche 
Kalkausfallung (sofern nicht der ganze Zucker hatte vergiren kénnen 
und die Wasserstoffionenkonzentration begonnen hatte zu sinken), 
trotzdem sich die Mikroorganismen ebenso kriftig entwickeln wie auf 
zuckerfreien Medien. Um den Zusammenhang zwischen Kalkausfaillung 
und Wasserstoffionenkonzentrationsverinderung weiter zu studieren 
wurden folgende Versuche ausgefiihrt. 

Gewoéhnliche Naihrbouillon (800 cem mit py 7.2) wurde mit Actino 
mycesstimmen aus Speichelsteinen besit. Nach einmonatigem, tippigem 
Wachstum auf der Substratoberfliche bei 37° wurde die Bouillon in einen 
anderen Kolben gegossen, wihrend die Actinomyces-Kultur im = ersten 
Kolben verblieb. 

Zu 600 cem der Bouillon, deren py-Wert nun 8,4 war, wurden 4¢ 
Caleiumchlorid in 200 cem destillierten Wassers gelést hinzugesetzt. Dabei 
fand unmittelbar eine Ausfallung von Kalksalzen statt. In die Bouillon 
mit dem ausgefallten Kalk wurde wahrend einiger Stunden CO, eingeleitet. 
Dabei lésten sich die Kalksalze nach und nach vollstandig in der Bouillon. 
Als sich praktisch keine ungelésten Kalksalze mehr in der Bouillon befanden, 
wurde die CO,-Behandlung abgebrochen. Der py-Wert wurde bestimmt 
und mit 6,5 festgestellt. In den Kolben wurden zwei Stiicke dicken Filtriet 
papiers eingefiihrt, deren eines zu Boden sinken durfte, wahrend das andere 
an Faden aufgehingt wurde, die es in der Bouillonoberfliche schwebend 
erhielten. Samtliche Prozeduren wurden so steril als méglich ausgeftihrt. 
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Mit einem Wattepfropfen in der Miindung wurde der Kolben dann in sec 
gebracht, um die Entwicklung eventuell eingedrungener Bakterien zu ver- 
hindern und das Entweichen des Kohlendioxyds aus der Lésung zu ver- 
zoyvern. 

Nach 3 Tagen begann die Bouillon, sich durch ausgefallte Kalksalze 
leicht zu triiben und mit einer diinnen Oberflachenhaut derartiger Salze zu 
belegen. Bakterienwachstum konnte nicht konstatiert werden. Der 
pu-Wert war dabei auf 7,5 gestiegen. Als der Versuch nach weiteren 4 Tagen 
abgebrochen wurde, zeigte die Bouillon keine deutlich vermehrte Triibung, 
dagegen hatte sich der py-Wert zu 7,9 verindert. Bei der Untersuchung 
der Filtrierpapierstiicke zeigte es sich, daB das in der Oberflache der Bouillon 
aufgehingte Filtrierpapier infolge einer reichlichen Ausfaillung von Kalk- 
salzen eine ziemlich harte und feste Konsistenz besaB, wihrend das andere 
Stiick, das auf dem Boden gelegen war, weich und nicht verkalkt war. 
Die Ausfaillung von Kalksalzen in diesem Versuch muB so gut wie aus- 
schlieBlich auf dem Sinken der Wasserstoffionenkonzentration beruhen, 
die dureh das Entweichen von Kohlenséure in die Luft hervorgerufen 
wurde. Die Kohlenséure entwich an der Oberflache, wodurch die Wasser- 
stoffionenkonzentration an der Oberflache der Bouillon starkstens reduziert 
wurde. Dabei entstand in dem Filtrierpapier, das in der Fliissigkeitsober- 
flache aufgehaingt war, eine friihzeitigere und starkere Ausfallung von 
Kalksalzen als in dem, das auf dem Boden lag. 

Eine gute Komplettierung dieses Versuchs lieferte der Versuch mit 
den urspriinglichen Actinomyces-Kulturen, von denen die oben genannte 
Bouillon herstammte. Nach der Entfernung der Bouillon wurde das Kultur- 
héiutchen in zwei Halften geteilt, worauf 600 ccm steriler, gewéhnlicher, 
frischer Bouillon, mit 0,7 Proz. Calciumchlorid versetzt und mit einem 
pu-Wert von 7,2 so in den Kolben gegossen wurde, dali die beiden 
Kulturstiicke auf die Oberflache zu schwimmen kamen. Um eigentliches 
Wachstum und die damit verbundenen biochemischen Prozesse innerhalb 
der Actinomyceskulturen zu verhindern,. wurden 0,3proz. Carbolséure 
zugesetzt. Dieser Séurezusatz anderte die Wasserstoffionenkonzentration 
nicht, da Carbolséure praktisch so gut wie nicht ionisiert ist. 

Mit Hilfe einer speziellen Anordnung wurde n/30 Natriumhydratlésung 
tropfenweise auf die obere Flache der einen Kultur gebracht. Man lief die 
Hydratlésuag wihrend der ganzen Versuchszeit kontinuierlich langsam 
tropfen. Nach 22 Tagen, als der Versuch abgebrochen wurde, war det 
pu-Wert der Bouillon 8,6. Von den beiden Kulturstiicken war das alkalisierte 
stark verkalkt, wahrend das andere Stiick, das daneben lag, aber von seiten 
des Natriumhydrats keinen direkten EinfluB erfahren hatte, von aus- 
gefallten Kalksalzen in makroskopisch wahrnehmbarer Menge frei war. Die 
verkalkten Kulturen zeigten im Schnitt nach Einbettung und Entkalkung 
ungefaihr dasselbe histologische Bild wie die oben beschriebenen Kulturen, 
die wahrend des fortschreitenden Wachstums spontan verkalkt waren. 


Bei diesen Versuchen erhielt man also Konkrementbildung durch 
direkten Zusatz von Alkali in solcher Menge, daB die Wasserstoffionen- 
konzentration auf dieselben Werte herabsank, wie bei Konkrement- 
bildung in wachsenden Kulturen. 

Die Ursache dafiir, daB gewisse Mikroorganismen bei ihrem Wachs- 
tum eine Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration hervorrufen, 
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Kalkausfallung durch Mikroorganismen. 9 
diirfte wohl in ihrer proteolytischen Wirksamkeit zu suchen sein. 
Diejenigen Mikroorganismen, die eine starke Steigerung des py-Wertes 
hervorrufen, weisen oft auch stark ausgepragte proteolytische Eigen- 
schaften auf. 

Ergebnis. 

Verfasser hat versucht zu zeigen, da®B Kalkausfaillung und 
Konkrementbildung in Kulturen von lebenden Mikroorganismen als 
Folge der biochemischen Prozesse entstehen kénnen, welche im Zu- 
sammenhang mit dem Wachstum der Mikroorganismen vor sich gehen 
Hierbei diirfte die Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration der 
wichtigste Faktor sein. 





Bestimmung kleinster Mengen von 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-amino- 
propionsiure und Tyrosin nebeneinander’). 


Von 


Hans Schmalfuss und Heinrich Lindemann. 
(Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Universitat Hamburg.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1927.) 


Fiir die Lehre von den tierischen und pflanzlichen Melaninen?*) 
gewinnt die 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-aminopropionsiure (=- D)*) neben 
dem Tyrosin standig an Bedeutung. Vor allem laBt sich die Kinetik 
der fermentativen Melaninbildung mit Hilfe dieser Aminosaéuren gut 
studieren. In konzentrierteren Lésungen flockt das Melanin leicht aus, 
und es entsteht so ein grobdisperses System mit verinderten Eigen- 
schaften. Deshalb ist es fiir viele Faille erwiinscht, nur Lésungen von 
m/2000 an abwarts zu verwenden. 

Fiir Messungen so geringer Konzentrationen gefarbter Lésungen 
ist die Kolorimetrie*) die gegebene Methode, doch muBten die Grund- 
lagen hier erst sorgfaltig gepriift werden, da tiber die Art und Anzahl 
der jeweils gebildeten Stoffe bisher nichts Sicheres bekannt ist, und 
Dispersitatsanderungen in der kolloidalen Lésung eine Rolle spielen 
kénnten. 

Von den Chromogenen, die wir in unseren bisherigen Arbeiten') 
untersuchten, laBt sich nur das D in annahernd neutraler Lésung 


1) Studien iiber die Bildung von Pigmenten III. Fermentativer Mikro- 
nachweis von 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-aminopropionséure neben Tyrosin. 
Fermentforschung 8, 423, 1925. 

*) Melanin ist als Sammelbegriff fiir die braunen bis schwarzen Farb- 
stoffe gebraucht, die aus Phenolabkémmlingen durch Oxydation entstehen. 
Uber Einheitlichkeit und Konstitution sagt dieser Begriff nichts aus. 

’) Die 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-aminopropionséure wird in dieser Arbeit 
abgekiirzt mit D bezeichnet. Die Aminoséure wurde von den Chemischen 
Werken Grenzach A.-G., Grenzach in Baden, bezogen. 

*) Im Gegensatz zu Bach und Maryanovitsch, diese Zeitschr. 42, 417, 
1912, geben wir alle Faktoren der Melaninbildung in absoluten MaBen an 
und vermeiden es, ein Ferment wechselnder Reinheit als BezugsgréBe zu 
verwenden. 
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H. Schmalfuss u. H. Lindemann: Dioxyphenylaminopropionséure usw. 


schnell und quantitativ in Melanin") iiberfiihren, ohne daB dieses 
Melanin ausflockt. Wenn iiberhaupt, so miiBte es mit Hilfe des D 
daher méglich sein, zu einer brauchbaren VergleichsgréBe zu kommen 
Deshalb legten wir das D der weiteren Untersuchung zugrunde 


1. Quantitative Umwandlung von D in Melanin. 


Versuch. Wir lieBen 100 cem einer m_ 10000 D-Lésung?) bei Gegen- 
wart von etwa 150 ccm Luft verschlossen 24 Stunden lang bei 38° im Brut- 
schrank stehen. Dann war das D quantitativ in Melanin umgewandelt. 
Denn weitere Behandlung mit Sauerstoff anderte weder Farbton noch 
Farbtiefe der entstandenen Melaninlésung. Auch lieB sich mit Hilfe der 
empfindlichen Priifstreifenmethode*) in der Reaktionslésung kein D mehr 
nachweisen. 


2. Kolorimetrische Bestimmung des gebildeten D-Melanins. 


a) Quantitative Abhdngigkeit des Farbtons und der Farbtiefe von 
der Melaninkonzentration wnd dem Dispersitdtsgrad. Wenn sich das 
Melanin aus D bildet, treten zwischen Farblos und Schwarz nachein- 
ander folgende Farbténe auf: Rosa, Gelblichbraun, Rétlichbraun, 
Braungrau und Blaugrau. H. Haehn*) versuchte, derartige Anderungen 
im Farbton von Melaninlésungen ausschlieflich durch Anderungen im 
Dispersitatsgrad zu erkliren. GewiB kann der Dispersititsgrad eine 
Rolle spielen. Z.B. weicht der rétliche Farbton einem gelblichen, 
wenn in alten Lésungen das Melanin auszuflocken beginnt. Farbton- 
wechsel kann aber auch bei gleichbleibendem Dispersititsgrad auf- 
treten. Denn betrachtet man zunehmende Schichthéhen einer Pigment- 
lésung von bestimmtem Dispersitatsgrad, so wird die gleiche Farbton- 
leiter durchlaufen wie bei der Bildung von Pigment. 

Dieser Farbtonwechsel erschwert die Kolorimetrie nur wenig. 
Denn wenn die scheinbaren Helligkeiten gleich sind, sind auch die 
Farbténe nahezu gleich. 

GewiB kénnte man mit monochromatischem Lichte arbeiten ®). 
Es ist jedoch einfacher und geniigend genau, auf gleiche scheinbare 
Helligkeiten einzustellen, ohne die dann geringen Unterschiede im 
Farbton zu_beriicksichtigen 


1) Die quantitative Oxydation des D gelang Bloch und Schaa/ bei 
der [H’] 6,3.10-8 nicht. Diese Zeitschr. 162, 198, 1925. 

2) Gepufferte Lésung. Zusammensetzung des Puffers: 12 cem m/3 
NaH, PO,, 200ccm m/3 Na,H PO, und 1788 cem Wasser. [H’] = 0,12. 10-°. 
Wir fiihrten die Messungen der [H'] mit Apparaten aus, die uns von der 
Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft zur Verfiigung gestellt waren. 
Fiir die Uberlassung der Apparate danken wir auch an dieser Stelle. 

3) H. Schmalfuss und H. Werner, Fermentforschung 8, 116, 1924. 

*) Diese Zeitschr. 105. 189, 1920. 
5) v. Fiirth und Jerusalem, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 149, 1907. 
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b) Der Ablesefehler. Bei giinstigen scheinbaren Helligkeiten ist 
der Ablesefehler sehr gering. 


Versuch. Wir fiillten beide KolorimetergefaBe eines Ablaufkolorimeters 
nach Wolff!) mit einer quantitativ oxydierten m/10000 D-Lésung. Die 
dunkelbraune kolloidale Lésung war noch in einer Schichthéhe von 60 mm 
durchsichtig. Wir stellten bei wechselnden Schichthéhen auf gleiche schein- 
bare Helligkeit ein und lasen folgende Werte?) in Kolorimeterteilstrichen ab: 





Links Rechts Ablesefehler 
41 Teilstriche 41 Teilstriche — 
37 - 37,5 2 1,3 Proz. 
30 30 se 


be) ” 

Bei gréBeren Melaninkonzentrationen wird der prozentuale Fehler bei 
dem gleichen Ablesefehler gréBer, weil die Schichthéhen kleiner gewahlt 
werden miissen. Denn gréBere Schichthéhen sind fiir den Vergleich zu 
dunkel. 


Versuch. Eine erschépfend oxydierte m/3000 D-Lésung ergab beim 
Vergleich im Kolorimeter folgende Werte: 





Links Rechts Ablesefehler 
26 Teilstriche 28 Teilstriche 8 Proz., Schichthshe also zu hoch! 
20 _ 20 - —_ 
11,5 * 11,5 ‘ ome 


Ergebnis. Der Ablesefehler betrigt 0,5 bis 3 Proz. Bei einiger 
Ubung geht er aber iiber 1 Proz. nicht hinaus. 


c) Die Reproduzierbarkeit bestimmter scheinbarer Helligkeiten. Die 
kolorimetrische Methode ist nur dann brauchbar, wenn bestimmte 
scheinbare Helligkeiten reproduziert werden kénnen. Mehrere Versuche 
zeigten uns, daB D-Lésungen geeigneter Konzentration bei erschépfender 
Oxydation stets die gleichen scheinbaren Helligkeiten annehmen, selbst 
wenn die Temperatur- oder Druckverhiltnisse ein wenig schwanken. 

Auch kénnen die Lésungen zu verschiedenen Zeiten angesetzt werden. 

: SchlieBlich ist es sogar gleichgiiltig, ob die Oxydation fermentativ oder 

. spontan verldujt, ob Luft hindurch geleitet wird oder nicht. Dies spricht 
dafiir, daB die gebildeten Produkte gleich sind. Fiir die Melanindarstellung 
und -untersuchung diirfte dies Ergebnis eine bedeutende Abkiirzung 
bringen kénnen. 


1) Stdhler, Arbeitsmethoden 2, 629, 1919. Leider stand uns kein 
moderner Apparat zur Verfiigung. 
*) Wir arbeiteten stets in diffusem, weiBem Lichte. 
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Als Beispiel diene folgender Versuch: Zwei Melaninlésungen wurden 
aus m/10000 gepufferter') D-Lésung bei der [H’)] 6,3. 10-* hergestellt. 
Durch die erste Lésung war bei 18° 5 Stunden lang Luft hindurch geleitet 
worden. Die zweite Lésung hatte 24 Stunden bei 38° im Brutschrank ge- 
standen. Beim Vergleich war die erste Lésung 7 Tage, die zweite 2,5 Tage 
alt. Wir lasen folgende Werte ab: 





Erste Lésung Zweite Losung 
(7 Tage alt. Bei 18°, (5 Tage alt. Bei 38°, Ablesetebler 
urchliftet) nicht durchluftet) 
87 Teilstriche 87 Teilstriche — 
sO . 79.5 x 0.6 Proz. 
67 “ 66.5 ue —— 
60 e 60 
a 52,5 b.. aay 


d) Die Vergleichslésung. Es empfiehlt sich. die Konzentration der 
Vergleichslésung aihnlich derjenigen der zu messenden Léisung zu 
wihlen. Wir verwandten z. B. folgende Vergleichslésung: 100 ccm 
einer m/10000 D-Lésung in Puffer') der [H'] = 2.10°° bis 5. 10-* 
werden in einer Flasche, die 250 ccm faBt, 24 Stunden lang im Brut- 
schrank auf einer Temperatur von 38° gehalten. 


Die Lésung kann auch statt dessen 6 Stunden lang bei 40° durch. 
liiftet werden. Nach dieser Zeit ist das D quantitativ in Melanin um. 
gewandelt worden. Diese Lésung bleibt meist iiber eine Woche lang 
brauchbar. Doch beobachteten wir, daB das Melanin bisweilen schon 
nach 4 Tagen auszuflocken beginnt. Lésungen, aus denen Melanin aus- 
geflockt ist, kénnen durch Schiitteln nicht immer wieder vergleichs- 
fihig gemacht werden. Deshalb ernenern wir die Vergleichslésung 
jeweils nach 3 Tagen 


e) Der Mebereich. Der MeBbereich der kolorimetrischen Methode 
erstreckt sich etwa von m/2000 bis m/333000 D-Lésungen. Am besten 
lassen sich Konzentrationen zwischen m/3000 und m/30000 D_ be- 
stimmen. Verdiinntere Lésungen als m/333000 sind zu wenig gefarbt, 
als daB man sie im Kolorimeter nach Wolff noch bestimmen kénnte 
Doch lassen sie sich unter Minderdruck bei tiefer Temperatur kon 
zentrieren. Lésungen gréBerer Konzentration als m/2000 sind fiir die 
Kolorimetrie zu dunkel. Deshalb untersuchten wir, ob sich das Melanin 


') Zwei geeignete Pufferzusammensetzungen geben wir nach Michaelis, 
Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914, S. 188, und Kolthoff, Die 
Farbindikatoren, Berlin 1921, 8S. 74, an: a) Phosphatpuffer ({H'] etwa 
0,12.10-%) 12cem m/3 NaH,PO, + 200 ccm m/3 Na,H PO, 1788 cem 
Wasser; b) Boratpuffer ({H'] 7,7.10-*) 5.9cem n/5 NaOH 50 cem 
m/5 H,BO, + m/5 KCl + 144,l cem Wasser. 
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chemisch oder pbysikalisch wesentlich verindert, wenn man die 
Lésungen verdiinnt'). 


Versuch. Wir verglichen zuerst die unverdiinnte, dann die verdiinnte 
Lésung mit einer Vergleichslésung mittlerer Konzentration. Wir lasen 
folgende Werte ab: 





Vergleichss Unverdiinnte Vv ; Vergleichs- 10fach ver- Verhaltnis- 
lésung Lésung erhaltniszah| losung dinnte Lésung zahl 
48 Teilstriche 18,6 Teilstr. 285 27.2 Teilstr. 91 ‘Teilstr. 2,99 
43 a ms « 2,92 22,8 e 65 , 2,98 
33,6 ‘i ie -« 2,92 31 a 101 “ 3,07 


Die mittleren Verhaltniszahlen beider Vergleichsreihen, 2,90 und 
3,02, weichen um 4 Proz. voneinander ab. 


3. Quantitative Bestimmung von D. 


a) Arbeitsvorschrift fiir die kolorimetrische Bestimmung von D. In 
emer Flasche, die 250 cem faBt, werden 20 bis 50 ccm der zu priifenden 
Lésung mit der gleichen Menge Pufferlésung der [H'] = 2. 10~® bis 
5. 10~* (s.8. 13) und 1 Tropfen Toluol versetzt. Das Gemisch bleibt 
unter Sauerstoff bei Atmosphiirendruck im Brutschrank bei 35 bis 40° 
so lange verschlossen stehen, bis es nicht mehr dunkler wird. Nach 
je 24 Stunden wird das Gemisch mit der Vergleichslésung verglichen. 

Sollte die zu priifende Melaninlésung ausnahmsweise so hell sein, 
daB kein Vergleich méglich ist, so wird die urspriingliche*) D-Lésung 
unter dem Drucke von etwa 15 mm und bei einer Temperatur von 40° 
auf ein Zehntel ihres Volumens eingedampft. Diese konzentrierte 
D-Lésung wird dann mit dem gleichen Volumen Pufferlésung versetzt 
und oxydiert. 


Sollte ausnahmsweise eine zu dunkle Melaninlésung entstanden 
sein, so wird die urspriingliche*) D-Lésung mit Pufferlésung auf das 
Zehnfache verdiinnt und dann oxydiert. 


b) Beispiele. 1. 2,9cem m/100 D-Lésung wurden in einer Stépsel- 
flasche von 250 cem Inhalt mit Phosphatpuffer der [H')] = 8,52 . 10—-* auf 
100 cem aufgefiillt und blieben 72 Stunden lang im Brutschrank bei 38° 
stehen. Dann war die Lésung erschépfend oxydiert. Folgende Schicht- 
héhen der Versuchslésung und der Vergleichslésung entsprachen einander: 


1) Vgl. Hantzsch, B. 59, 1096, 1926. 

2) Um dem méglichen Ausflocken von Melanin vorzubeugen. 

3) Verdiinnen von Melaninlésung ist nur statthaft, wenn das Melanin 
nicht ausflockte und die Oxydation bei der hohen Konzentration noch 
quantitativ verlief. 
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Versuchslosung Vergleichslésung e 
(2.9 com m/100D in 100 com (leem m 100 D in 100 com peer aay 
Lésung) Lésung) = 
15.8 Teilstriche 47.5 Teilstriche 3,00 
14 = 41 ™ 2,93 
12.5 - 37 . 2.96 
10.7 n 31.6 es 246 
13 38 x 2 O4 
Wir fanden im Mittel 2,95 cem m 100 D wieder. Fehler 2 Proz 
9 
Versuchslosung Vergleichslésung , 
(3ccem m/100 D in 100 com (1 com m/100 D im 100 com Pe er rg 5 
Lésung) Lésung) — 
18 Teilstriche 52 Teilstriche 2.80 
16,2 . 47,2 : 2,92 
14.1 = 49.9 2.90 
11,3 i 32.8 o 2.90 
Wir fanden im Mittel 2,9cem m 100 D. Fehler 3 Proz. 
3. 
Versuchslosung Vergleichslosung , 
(4,2 com m/100 D in 100 ccm (1 com m;100 D in 100 ccm Pane 5 
Lésung) Lésung) aes Oe 
12 Teilstriche 50,2 Teilstriche 4,19 
11 - 45,2 e 4,12 
10 me 42.5 7 4.25 
12,2 - * 49.5 » 4,09 
10.9 » 45,7 . 4,18 
10,3 " 42.8 " 4,15 
Wir fanden im Mittel 4,16 cem m/100 D. Fehler 0.8 Proz. 


4. Quantitative Bestimmung von D und Tyrosin nebeneinander. 


a) Kolorimetrische Bestimmung von D neben T yrosin. Fin exakter. 


qualitativer Nachweis des D neben Tyrosin ist mit Hilfe der Phosgen- 
methode') méglich. Sehr kleine Mengen D lassen sich qualitativ neben 
Tyrosin durch fermentative Oxydation erkennen®). 


Die quantitative Bestimmung von D neben Tyrosin Ji6t sich mit 


Hilfe der Melaninkolorimetrie durchfiihren. Denn D dunkelt im Gegen- 


1) H. Schmalfuses und H. P. Miiller, diese Zeitschr. 188, 362, 1927. 
*) H. Schmalfuss und H. Werner, Fermentforschung 8, 423, 1925. 











16 H. Schmalfuss und H. Lindemann: 
satz zum Tyrosin bei geeigneter Wasserstoffionenaktivitét spontan. 
Diese Umwandlung des D wird durch Tyrosin nicht beeinfluBt. 

Versuch. In verschiedenen Gemischeon von D- und Tyrosinlésungen 
wurde das D in der auf 8. 14 beschriebenen Weise erschépfend oxydiert 
und kolorimetrisch bestimmt. 





Angewandte Menge Gefundene ; 

; Menge D Fehler 
Tyrosin D 
mg mg mg Proz. 
Vergleichslosung 0,566 0,566 

Versuch 1 0.7308 0.4974 0,414 + 1,5 
- 2 0.5040 08151 0,831 + 19 
3 0.155 1,426 1.419 — 0,7 


In gleicher Weise wiirde sich D auch neben anderen nicht spontan 
dunkelnden Stoffen bestimmen lassen. 


b) Kolorimetrische Bestimmung von T yrosin neben D. Die Menge 
Tyrosin l4Bt sich neben D als Differenz bestimmen, sobald die Gesamt- 
menge beider Aminosiuren und die Menge des D bekannt sind. Als 
gemeinsames MaB fiir die verschieden groBen Molekiile des D und des 
Tyrosins eignet sich z. B. die Menge des Aminostickstoffs. Die Methoden 
von Sérensen'), von van Slyke®) und von Willstdtter und Waldschmidt- 
Leitz*) sind fiir die geringen Konzentrationen zu ungenau. Dagegen 
war die Kolorimetrie nach Harding und Lean*) mit Hilfe von Triketo- 
hydrindenhydrat 5) nach geringen Abanderungén brauchbar. 

Da die Farbtén® der Lésungen aus D (rétlichviolett) und Tyrosin 
(violett) einerseits und aus Alanin (blau) andererseits zu verschieden 
zum Vergleich waren, wihlten wir an Stelle der vorgeschriebenen 
Alaninlésung eine m/300 D-Lésung als VergleichsgréBe. Hoéhere Kon- 
zentrationen der Vergleichslésung ergaben ungenaue Werte. 

Weiter ist erwiinscht, eine bestimmte Wasserstoffionenaktivitat, 
z. B. [H'] = 0,12 . 10~-8, innezuhalten, damit die Verschiedenheit der 
Farbténe auf ein Minimum reduziert wird. So konnte fiir dieses bisher 


1) Diese Zeitschr. 7, 45, 407, 1908. 

2) Journ. of biol. Chem. 12, 275, 1912; 16, 120, 1913/14; 28, 407, 1915. 

3) Ber. 54, 2988, 1921. ZweckmaBig fiigt man bei dieser Bestimmung 
des D die dreifache Menge Alkohol hinzu und titriert mit n/10 wasseriger 
KOH und Phenolphthalein. Nach dieser Methode lassen sich zwar noch, 
wie wir feststellten, 5ccm m/100 D mit einem Fehler von — 3 Proz. 
titrieren, aber Lésungen von m/2000 und darunter geben erhebliche Fehler. 

*) Journ. of biol. Chem. 20, 217, 1915. 

5) Das Triketohydrindenhydrat wurde uns freundlicherweise von der 
I. G. Farbenindustrie A.-G. zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser 
Stelle bestens danken. 
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Bestimmung von Dioxyphenylaminopropionséure und Tyrosin usw. 17 


noch nicht gepriifte und sehr schwer zu bestimmende Saurengemisch 
die Fehlergrenze von urspriinglich — 71 bis + 15 Proz. auf —- 4,5 Proz. 
herabgedriickt werden. 


Arbeitsvorschrift. Je 1ccm der zu untersuchenden Lésungen und 
der Vergleichslésung (m/300 D) werden mit je lecem einer 1l0proz. 
wisserigen Pyridinlésung und 1 cem einer frisch bereiteten 2proz 
Lésung von Triketohydrindenhydrat versetzt und 20 Minuten lang 
im Wasserbad erhitzt. Dann la8t man abkiihlen und verdiinnt jeweils 
mit Pufferlésung') der [H’] = 0,12 .10~§ auf 100cem. Die schein 
baren Helligkeiten dieser Lésungen werden z. B. in einem Wol/f-Ablauf.- 
kolorimeter verglichen. Als Lichtquelle dient dann zweckmabig eine 
halbmattierte Metallfadenlampe von 55 Watt, die am Grunde eines 
Pappkastens (28.15.15 cm) befestigt ist. Um das Licht méglichst 
gleichmaBig zu verteilen, ist die Offmung des Kastens mit diinnem 
Pergaminpapier, 15.15 em, verblendet. Das Pergaminblatt befindet 
sich vor dem Kolorimeter in einer Entfernung von 10 cm. 





Beispiele *) : 
f 
i r ' Berech 
—— Getundene Menge ——— 
s Ds . . 
D (Tyrosin’ D Fehler Am‘nosN Amino-N [yrosin  Febler 
mg mg mg Proz. mg mg mg Proz 
Vergleichslosung der 
Melaninkolorimetrie 1,97 -- 
Vergleichs! jsung der 
N-Kolorimetze . . 0,566 _- — — — 
Versuch 1 0.1358 0.2456 0,188 + 1.45 0,0294 0.00980 0.253 43 
. 2 0.2717 0.1689 0,277)+ 1,9 | 0.9821 |'0,0195 0163 —2,97 
te 3 0.4754 0.0517 0.473 — 0.65 0.0376 0.03365 0.0512 —0.98 


Uber weitere Anwendungen der Melaninkolorimetrie werden wir 
in Kiirze berichten. 


Zusammenfassung, 


1. 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-aminopropionsaure laBt sich im Gegen- 
satz zu anderen Chromogenen leicht quantitativ in Melanin iiberfiihren, 
ohne daB das gebildete Melanin in verdiinnten Lésungen ausflockt. 


2. Farbton und Farbtiefe einer bestimmten Melaninlésung wechseln 
mit ihrer Schichthéhe. Aus Farbwechsel allein darf also nicht auf 


1) Siehe 8S. 11. 

2) Vom gefundenen Gesamtstickstoff wird die errechnete Stickstoff 
menge des gefundenen D abgezogen und der so erhaltene Tyrosin-Stickstoff 
auf Tyrosin umgerechnet. 
Biochemische Zeitschrift Band 184 
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chemische Umwandlung oder Anderung des Dispersitatsgrades ge- 
schlossen werden. 

3. Die endlichen Farbtiefen und Farbténe von Melaninlésungen 
aus |-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-aminopropionsaure sind unter sonst gleichen 
Umstanden gleich, einerlei, ob das Melanin spontan oder fermentativ 
entstand. Dies spricht dafiir, daB die gebildeten Produkte in beiden 
Fallen gleich sind. 

4. Es wird eine Methode angegeben, nach der 1-8-3, 4-Dioxypheny]- 
a-aminopropionsiure und Tyrosin nebeneinander in Lésungen der 
Konzentrationen m/2000 bis m/30000 bestimmt werden kénnen. 
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(ber den EinfluS von Mineralsalzen auf den,;Stoffwechsel. 


Von 


0. Kauffmann-Cosla und Walter Ziérkendérfer. 


(Aus dem stiidtischen hygienischen und balneologischen Institut 
in Marienbad.) 


(Eingegangen am 22. Januar 1927.) 


Als Beispiel einer dysoxydativen Carbonurie unter den Stoffwechsel- 
krankheiten kommt in erster Linie der Diabetes in Betracht. 


Bei diesem ist die Ausscheidung von Glykose durch den Harn allgemein 
bekannt, manchmal finden sich auch Ketonkérper (f-Oxybutterséure, 
Acetessigsaure und Aceton). Es kommen aber auch andere N-freie C-Ver- 
bindungen in gesteigerter Menge vor. So hat P. Mayer (1) das gelegentliche 
Auftreten von Glucuronsdure im diabetischen Harn gefunden; Meyerhof (2), 
Embden (3), Fletcher und Hopkins (4) haben gezeigt, daB der Abbau der 
Kohlehydrate bei der Arbeitsleistung des Muskels kein reiner Oxydations- 
prozeB ist, sondern daB anoxybiotischer Zerfall des Zuckers den Abbau 
einleitet und die Oxydation erst bei weiteren Stufen eintritt; daB dieser 
erste Abbau zu Milchséure iiber das Lactacidogen Embdens geht, welches 
wieder der Hexosediphosphorséure Youngs (5) nahe steht. Neuberg (6) hat 
das Ferment Carboxylase gefunden, welches aus dem Zuckerabbauprodukt 
Brenztraubenséure, Acetaldehyd und Kohlendioxyd bildet. Neuberg und 
Gottschalk (6) konnten mit der Abfangmethode Neubergs einwandfrei den 
wichtigen Beweis liefern, da8 bei Zusatz von Insulin zu einem Leberbrei 
neben der Verstérkung der Glykolyse auch eine Vermehrung des Acet- 
aldehyds erfolgt, und dieser ist von Macleod (Kohlenhydratstoffwechsel 
und Insulin, Monogr. 1927) voll bestatigt worden. Kauffmann-Cosla und 
Roche (7) haben bei Respirationsversuchen mit Ochsenblut in vitro neben 
der erhéhten Glykolyse ebenfalls eine Anreicherung an Acetaldehyd ge- 
funden; auch Hirsch (8) hat Acetaldehyd als Abbaustufe von Zucker im 
Muskel nachgewiesen. Daher kénnen wir Acetaldehyd als eine konstante 
Abbaustufe im Zuckerstoffwechsel betrachten. Bei Krankheitszusténden, 
wobei man schon lange eine Stérung im Zuckerabbau vermutet hat, wie 
beim Diabetes, ist es Stepp (9) gelungen, eine Acetaldehydvermehrung im 
Harn und im Blut nachzuweisen. 

Die alte Erfahrungstatsache, daB Trinkkuren mit Glaubersalzquellen 
Diabetes giinstig beeinflussen, veranlaBt uns, die neuen Erkenntnisse 
darauf anzuwenden. Es liegen ja aus neuerer Zeit exakte Beobachtungen 
dariiber vor, daB durch anorganische Substanzen [onen im allgemeinen 
und die Anionen der Glaubersalzquellen insbesondere Wirkungen auf den 
Zuckerabbau, den Stoffwechsel tiberhaupt, auf endokrine Funktionen und 
fermentative Vorgange ausgelést werden kénnen. P. Mayer (10) hat fest- 
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gestellt, daB mit Glaubersalzwassern im alkalischen Milieu die Abartung des 
Zuckerabbaues durch Hefe nach der dritten Vergaérungsform erzielt wird, 
und daB tagliche Zufuhr von Karlsbader Wasser (eines Glaubersalzwassers) 
bei Kaninchen eine Erniedrigung des Blutzuckers bewirkt; Arnoldi und 
Roubitschek (11) fanden, daB hierdurch der Blutzucker bei Diabetikern 
sinkt und die Acidose verringert wird. Kopf (12) hat im hiesigen Institut 
gefunden, daB zwischen Marienbader Ferdinandsbrunnen und Schilddriisen- 
praparaten ein Synergismus in bezug auf Reduktion der KérpergréBe, aber 
ein Antagonismus in bezug auf die Entwicklung von Kaulquappen besteht. 

Verschiedene Autoren zeigten den innigen Zusammenhang zwischen 
Phosphat und Kohlehydratabbau. Jwanoff (13), Harden und Young (5) 
haben organische Bindung der Phosphorsiure an Zucker zu Hexose- 
diphosphorséure nachgewiesen, welche Neuberg (6) als Fructosediphosphor- 
saiure erkannt hat. Da’ Phosphorsaure eine wichtige Rolle im Kchlehydrat - 
abbau spielt, ergibt sich aus den Arbeiten von Fletcher und Hopkins (4) 
und Embden (3); das Lactacidogen, der Hexosediphosphorsaiure von Harden 
und Young nahestehend, zerfallt in Milchsiure und Phosphorsiéure, erstere 
wird weiter abgebaut, letztere wiederholt den ProzeB; der Kohlehydrat- 
abbau erfolgt nur unter intermediarer Bindung an Phosphorsaiure. Phosphat- 
zufuhr bewirkt nach Elias und Weiss (14) Herabsetzung von Harn- und 
Blutzucker. Kauffmann-Cosla (7) fand vermehrte P-Ausscheidung bei 
verminderter Oxydationsfihigkeit (dysoxydativer Carbonurie), zeigte den 
Einflu8 von Phosphaten in seinen Arbeiten itiber Insulinwirkung bei 
Avitaminose und zusammen mit Roche (7), daB das Phosphation auch in vitro 
die Wirkung des Insulins auf die Glykolyse erhdht. 


Nachdem Stransky (15) eine P-Retention nach Zufuhr von Glauber- 
salzquellen gefunden hatte und nach Wiechowski und Stranskys (16) 
Beweis einer Anderung im Mineralstoffgehalt des Kérpers durch Glauber- 
salzquellen lag es nahe, auch in der Beeinflussung von Diabetes durch 
solche Quelien an eine Mitwirkung von Phosphaten zu denken. Deshalb 
wurde, in unserer Beobachtungsreihe auch das Verhalten der Phosphat- 
ionen in Harn und Fiazes beriicksichtigt. 

Die Beobachtungen wurden an _ Einheimischen, Marienbader 
Diabetikern, gemacht, die in ihrer gewéhnlichen Hauslichkeit lebten, 
auBer der Trinkkur und der festen aber nicht kohlehydratfreien Diat- 
einstellung weder eine andere medikamentése oder Badekur gebrauchten ; 
bei solchen Verhaltnissen ist der Einwand hinfallig, daB der Aufenthalt 
im Kurort mit seinen psychischen Einfliissen, klimatischen und hygieni- 
schen Vorteilen den Hauptfaktor der Therapie darstelle, ein Ein- 
wand, der schon oft, in jiingster Zeit erst wieder bei aller Anerkennung 
der Heilerfolge in Kurorten von Jsaac (17) erhoben worden ist. 


Methodik und Berechnung. 


Der Kohlenstoff wurde durch organische Elementaranalyse in der 
Ausfiihrung nach Kauffmann-Cosla, Harnzucker polarimetrisch, Stickstoff 
nach Kjeldahl, Phosphat mittels Uranyltitration, Acetaldehyd nach Stepp 
und Neuberg, Blutzucker nach der neuen Bangschen Methode, bestimmt. 
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Die respiratorischen Versuche wurden morgens niichtern nach ein- 
stiindiger Ruhe mit dem Apparat nach Knipping ausgefiihrt ; die Gasmengen 
sind in Volumen, reduziert auf 0° und 760 mm Druck, angegeben. 

Der Quotient C/N wird in folgender Weise berechnet: man bestimmt 
den gesamten C und N in der 24stiindigen Harnmenge. Vom C-Wert wird 
der im Zucker (und in den Acetonkérpern) enthaltene C abgezogen. Mit 
diesem Rest-C wird das Verhiltnis C/N berechnet. Zur Erlauterung diene 
folgendes Beispiel: Ein Patient hatte eine C-Ausscheidung von 67 g, eine 
Zuckerausscheidung von 62 g, worin 24,8 g C enthalten sind’); der C-Gehalt 
von Aceton und Acetessigsiure betrigt 0,23 g, zusammen fiir Zucker und 
Acetonkérper 25,03 g. 67 25,03 41,97, rund 42 g Rest-C. Die N-Aus- 
scheidung betrigt 6g¢.C/N 42:6 7,0. Um den dysoxydablen C zu 
berechnen, miissen wir den normalen C-Gehalt des Harns vom Rest-C 
abziehen. Wir kénnen den normalen C-Gehalt allerdings nur mit einem 
Durchschnittsfaktor berechnen, der nach Kauffmann-Cosla 0,8 betragt. 
lg N entspricht 0,8 g C, also entsprechend 6g N 4,8¢ C. Der dysoxy- 
dable C (dys. C) betragt also 42 — 4,8 = 37,2 g. Nach diesen Erlauterungen 
wollen wir die Ergebnisse unserer Versuche darstellen. Die Patienten waren 
bei ziemlich freier, aber durch die ganze Versuchszeit gleichbleibender Kost 
eingestellt und erhielten an Kohlehydratnahrung taglich 100 g, einzelne 
spaiter 150 bis 200g als Semmel. 

I. Die Patientin H., 63 Jahre alt, 65,7 kg, leidet schon seit langem an 
Diabetes. Sie hat friiher Aceton ausgeschieden. Wahrend unserer Versuche 
bekam sie 100 ¢ Brot, 250 g Milch, 200 g Fleisch, 200 g Gemiise, 50 g Butter 
und 75g Kise. Wahrend der Vorperiode schied sie taglich 2,5 g¢ Zucker 

1,0 g C aus und 13,8 g Gesamt-C. Der Rest-C betragt 13,8 1,0 = 12,8 g, 
der N 12,1 g, das entspricht normalerweise 9,7 g C; C/N 1,06 2, der 
dys. C betraigt 12,8 — 9,7 3,12 g, was etwa 8g Zucker entspricht, also 
mehr als dem Dreifachen des ausgeschiedenen Zuckers. Die Acetaldehyd- 
ausscheidung betrug 36 mg pro die. 

In der ersten Trinkperiode (Marienbader Kreuzbrunnen) von 5 Tagen 
bleibt der Zucker unveriindert 2,5 g, der Gesamt-C sinkt von 13,8 auf 10,56, 
folglich betragt der Rest-C 9.66g¢; der N wurde mit 12,6 bestimmt, der 
Quotient C/N betrug 0,77, also ein normaler Wert, und der dys. C ist ver- 
schwunden. Es ist also bei gleichbleibender Zuckerausscheidung die Oxy- 
dationsfaihigkeit bedeutend gestiegen, denn es waren anfangs von unab- 
gebauten Kohlehydraten weniger als ein Viertel als Zucker, mehr als drei 
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Viertel als dys. C ausgeschieden worden. Acetaldehyd ist auf 27 mg gesunken. 

In weiteren 3 Kurtagen ist die Patientin bei gleicher Kost zuckerfrei, 
Gesamt-C betrigt 9,06, N 12,21, C’'N = 0,74, Acetaldehyd 24 mg 
(nach Stepp normal). 

Nun sind wir mit der Brotzufuhr von 100 g auf 150 ¢ und einige Tage 
spiter auf 200 g Semmel gestiegen. Die Patientin blieb zuckerfrei, dys. C 
ist am ersten Tage der Zulage wieder mit 6,28 g aufgetreten (Zucker = 0, 
Gesamt-C 16,2g, N 12,4g, C/N = 1,3, dys. C 6,28 g), dann 
aber auch bei der héheren Brotmenge wieder vollstandig verschwunden 
(SchluBbefund: Zucker 0, Gesamt-C = 9,8 ¢, N 13,0 ¢, C/N 0,75, 
dys. C 0). 


') Berechnet nach dem Verhaltnis: CgH,O,: Cy = CH,O:C 30:12 
= 1: 0,4. 
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Die Phosphatausscheidung betrug anfangs und in der ersten Trink 
periode 1,55 g P,O, und sank auf 1,3 g. Der Blutzucker war von Anfang an 
nicht erhéht, er stand dauernd auf 0,12 Proz. 

Beim respiratorischen Versuch war der O-Verbrauch 0,197 L/M, 
die CO,-Ausscheidung 0,177 L/M, der respiratorische Quotient (R.-Q.) 0,9 
in der Vorperiode. Nachdem Zucker und dys. C bereits verschwunden 
waren und die Brotnahrung auf 150 g erhéht war, wobei iiber 6g dys. C 
aufgetreten waren, betrug der O-Verbrauch 0,194 L/M, die CO,-Ausscheidung 
0,134 L/M, der R.-Q. 0,7, die Senkung geht also parallel mit dem Wieder- 
auftreten von dys. C. Nach einer weiteren Woche, als der dys. C trotz 
gleichbleibender und weiter erhéhter Kohlehydratzufuhr wieder geschwunden 
war, betrug der O-Verbrauch 0,197 L/M, ist also unverindert geblieben, 
die CO,-Ausscheidung ist aber auf 0,192 L/M, der R.-Q. auf 0,97 gestiegen. 

Wir ersehen also, daB die Patientin, welche bei 100g Brot 244g Zucker 
als Glykose und 8g Zucker in Form von dys. C ausgeschieden hatte, unter 
Zufuhr von Marienbader Kreuzbrunnen zuckerfrei und frei von dys. C wird, 
auch bei 200g Brot weder Zucker noch dys. C ausscheidet, dabei aber eine 
deutliche Erhéhung des R.-Q. und eine P-Retention aufweist. 

II. Die Patientin N.,im Alter von 57 Jahren, mit einem Kérpergewicht 
von 106kg, bekam tiaglich 500g Milch, 200g Fleisch, vier Eier, 200g 
Gemiise, 50 g Butter, 75g Schweizerkise und 100g Brot. Die Zucker- 
ausscheidung betrug anfangs in einer viertigigen Periode 4,5 g = 1,80 g C 
pro Tag, der Gesamt-C war 16,74 g, folglich ein Rest-C von 16,74 — 1,80 
= 14,94g, N = 12,7 g, folglich C/N = 1,18. Der dys. C betragt 4,78 g, 
etwa 12g Zucker entsprechend, Acetaldehyd 86mg. Nun bekam die 
Patientin taglich Marienbader Kreuzbrunnen, und in den ersten 5 Tagen 
der Trinkkur erhalten wir als Mittelwert pro Tag eine Zuckerausscheidung 
von 2,6g mit 1,04g C, einen Gesamt-C von 11,4 g, folglich einen Rest-C 
von 10,36g; N wurde mit 12,1 bestimmt, C/N ist also 0,86, der dys. C 
10,36 — 9,68 = 0,68, Acetaldehyd = 67mg. In der niachsten Periode 
von 4Tagen war der Harn ginzlich zuckerfrei, Gesamt-C = 9,4g¢, 
N = 11,8g, C/N = 0,796 = rund 0,8. Dieser Quotient ist also normal. 
Es 146t sich hier zwat ein Wert fiir dys. C von 0,4 g errechnen, der aber 
innerhalb der Fehlergrenzen liegt und praktisch = 0 ist. Der dys. C ist 
also ebenso wie Zucker verschwunden; Acetaldehyd ist auf 44 mg gesunken. 

In einer weiteren Periode bekam die Patientin noch eine Zulage von 
50g Brot. Sie blieb weiter frei von Zucker und von dys. C. Die P-Aus- 
scheidung in der Vorperiode betrug im Harn 2,74, im Kot 1,96 g, in der 
ersten Trinkperiode im Harn 1,74, im Kot 1,77, in der dritten Trinkperiode 
im Harn 1,0, im Kot 1,13 g P,O;. Der Blutzucker sank von 0,17 in der Vor- 
periode auf 0,12 Proz. 

Es ergibt sich, daB Zucker und dys. C unter der Einwirkung der Glauber- 
salzquellen in kurzer Zeit verschwunden sind, daB der Quotient C/N auf die 
Norm zuriickgegangen ist, Acetaldehyd auf die Halfte, der erhéhte Blutzucker- 
spiegel auf normal gesunken ist, eine deutliche P-Retention eingetreten und 
die Toleranz fiir Kohlehydrate bedeutend gestiegen ist. 

III. Der Patient F., 61 Jahre alt, 93 kg, leidet seit mehreren Jahren 
an Diabetes. Er bekommt taglich 100g WeiBbrot, 500g Milch, 200g 
Fleisch, 200 g Gemiise, vier Eier, 50 g Butter und 75 g Schweizerkise. In 
der Vorperiode von 4 Tagen scheidet er im Mittel aus: 16,5g Zucker, 
entsprechend 6,60 g C, insgesamt 18,75g C, nach Abzug des Zucker-C 
12,15 g Rest-C und 16,08 g N. C/N = 0,76, also normal, kein dys. C vor- 
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handen. Nun bekam er Marienbader Ferdinandsbrunnen und hat in den 
nachsten 2 Tagen eine tagliche Zuckerausscheidung von 14 g, entsprechend 
5,60 ¢ C. Der Gesamt-C betrug 16,73 g, nach Abzug von 5,60 bleibt ein 
Rest-C von 11,13 g. Der gesamte N betrug 16,2 g, C/N daher 0,69. Nach 
weiteren 3 Tagen der Trinkkur hatte er eine Zuckerausscheidung von 
6.82 = 2,72 ¢g C, einen Gesamt-C von 14,16 g, einen Rest-C von 11,44 g, 
eine N-Ausscheidung von 16,3g und einen C/N-Quotienten von 0,70. 2 Tage 
spater war er zuckerfrei. Gesamt-C betrug 11,5 g, N = 16,0 g, C/N = 0,72. 
Die P-Ausscheidung im Harn betrug in der Vorperiode 3,6 g, wahrend der 
Trinkkur abfallend auf 3,1 bis 2,44 g P,O,. Im respiratorischen Versuch 
war anfangs der O-Verbrauch 0,2 L/M, die CO,-Ausscheidung 0,158 L/M, 
der RQ 0,79. Nach 8 Tagen Trinkkur bei 3,5g Zucker O-Verbrauch 
= 0,21L/M (+ 5Proz.), CO,-Ausscheidung 0,184L/M (+ 15 Proz.), 
R.-Q. = 0,87. 

Es stellte sich also heraus, daB unter Zufuhr von Marienbader Ferdinands- 
brunnen der Harnzucker verschwand und auch der Teil des gesamten C, der 
dem Zucker entspricht, die P-Ausscheidung gesunken ist, der O-Verbrauch 
mdBig, die CO,-Ausscheidung stdrker gestiegen ist und der R.-Q. erhdht ist. 

IV. Die Patientin S., 62 Jahre alt, 52,9 kg, hat seit mehreren Jahren 
Diabetes und zeitweise Acetonkérper ausgeschieden. Sie bekam 100g 
WeiBbrot, 250 g Milch, 200 g Fleisch, zwei Eier, 200 g Gemiise, 50 g Butter 
und 50 g Schweizerkise. In der dreitagigen Vorperiode schied sie im Mittel 
95 g Zucker aus. Der Gesamtharn-C betrug 45 g. Nach Abzug des Zucker-C 
von 38,0 g bleibt ein Rest-C von 7,0g. Die N-Ausscheidung betrug 8,4 g, 
so daB das Verhiltnis C/N = 0,835 ist. Diesem N entspricht, normalerweise 
ein C-Gehalt von 8,4 x 0,8 = 6,72g. Der dys. C errechnet sich demnach 
zu 7,0 — 6,7 = 0,3g. Die Acetaldehydausscheidung betrug taglich 48 mg. 
Bei Zufuhr von Marienbader Alfredsquelle, einer maBig hypotonischen 
Glaubersalzquelle, sinkt der Zucker in den ersten Tagen im Mittel auf 60 g, 
das sind 24,0¢ C. Der Gesamt-C betrug taglich 37 g, der N 9,1 g. Daraus 
ergibt sich ein Rest-C von 13,0 g, ein C/N von 1,44 und ein dys. C von 
5,7 g, entsprechend 14g Zucker. In dieser Periode ist also der Zucker von 
95 auf 60 g gesunken; dys. C, der vorher kaum nachweisbar war, ist dabei 
einem Werte von 14¢ Zucker entsprechend aufgetreten, also das Zucker- 
minus von 35 g bisher nur zum Teil abgebaut. Acetaldehyd ist auf 36 mg 
gesunken. In den nachsten 3 Tagen betrug die Zuckerausscheidung im 
Tagesmittel 26 g, entsprechend 10,4 g C, der Gesamt-C hat den Wert von 
17.26 g, der Rest-C also 6,86g. Die N-Ausscheidung betrug 9,0 g, C/N 
folglich 0,76. Dys. C ist nicht mehr vorhanden, Acetaldehyd von 48 mg 
auf den normalen Wert von 26 mg zuriickgegangen. 

Phosphat betrug in der Vorperiode im Harn 1,73, im Kot 0,63 g. In 
der Trinkperiode im Harn 1,51, im Kot 0,4 g, am Schlu8 im Harn 1,32 g 
P,O,;. Der Blutzuckergehalt war anfangs 0,25 Proz., am SchluB 0,125 Proz. 
Im respiratorischen Versuch waren 0,18 L/M O, 0,125 L/M CO,, 0,64 R.-Q. 
in der Vorperiode, nach der Trinkkur 0,212 L/M O (-+- 17,8 Proz.), 0,197 L/M 
CO, (+ 46 Proz.), R.-Q. = 0,92. Dieser Patientin war es aber nicht méglich, 
langer bei der gleichen Kost zu bleiben und wir muBten sie deshalb aus 
fortgesetzten Versuchen ausscheiden. ‘Trotzdem geht daraus hervor, dab 
es uns gelungen war, die Patientin unter ungiinstigen Verhdltnissen schon 
binnen 8 Tagen bei 100q Brot von 95g Zucker auf 26g zu bringen und den 
anfangs aufgetretenen dys. C wieder zum Verschwinden zu bringen; die erhdhte 
Acetaldehydausscheidung zur Norm, den erhéhten Blutzuckerspiegel fast 
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zur Norm zu bringen, eine deutliche P-Retention zu erzielen und den abnorm 
herabgesetzten R.-Q. unter bedeutendem Steigen des O-Verbrauchs und starker 
Erhéhung der C O,-Ausscheidung auf einen reichlich normalen Wert zu bringen. 

V. Der Patient B. ist 54 Jahre alt und wiegt 81 kg. Er bekommt 
taglich 100 g¢ Brot, 500g Milch, 200g Fleisch, vier Eier, 200 g Gemiise, 
50g Butter und 75g Schweizerkéise. Er hat vor der Trinkkur in einer 
Periode von 3 Tagen im Tagesmittel 60 g¢ Zucker mit 24g C und 43,0¢ 
Gesamt-C ausgeschieden; der Rest-C betrug 19,0 g, N 12,3 g, C/N = 1,57. 
Der dys. C betrug also 19,0 — 9,84 = 9,16 g, etwa 23g Zucker ent- 
sprechend. In der ersten Trinkperiode von 3 Tagen schied er taglich 40 g 
Zucker = 16g Zucker-C, 29,28 g Gesamt-C, 11,0g Gesamt-N aus; der 
Rest-C betriigt folglich 13,28 g, C/N 1,21, dys. C 4,38 g, entsprechend 
etwa ll g Zucker. 


In der zweiten Trinkperiode waren 29 g Zucker llég C, 19,37 ¢ 
Gesamt-C, 7,77 g Rest-C, ll,l g N, C/N 0,7; dys. C war also nicht mehr 


vorhanden. 

Bei diesem Patienten sollen die Ergebnisse der respiratorischen Ver- 
suche in Anbetracht der SchluBfolgerungen ausfiihrlicher dargestellt werden. 
1. Versuch von 14 Minuten Dauer. O-Verbrauch 5,24, COQ,-Ausscheidung 
1,6 Liter, R.-Q. = 1,6: 5,24 = 0,305. Der O-Verbrauch pro Minute errechnet 
sich hieraus zu 0,375, die CO,-Ausscheidung zu 0,114 L/M. Nach 15 Minuten 
Ruhe wird der Versuch wiederholt und jetzt scheidet er in 15 Minuten 
1,73 Liter CO, aus und verbraucht 5,71 Liter Sauerstoff, der R.-Q. ist hier- 
nach 0,303. Der O-Verbrauch pro Minute ist 0,38, die CO,-Ausscheidung 
0,115 L/M. Der Versuch ist doppelt ausgefiihrt worden mit vollkommen 
iibereinstimmenden Werten; wir erhalten einen auBerordentlich niedrigen 
R.-Q., wie er bisher in der uns zugénglichen Literatur nur von Riethus (18), 
Mares (19) und Pembrey (20) angegeben ist. Es ist uns bewuBt, daB nam- 
hafte Physiologen einen so niedrigen Wert nicht anerkennen. Bei der guten 
Ubereinstimmung beider Parallelbestimmungen glauben wir aber, wesent- 
liche Versuchsfehler ausschlieBen zu kénnen, und geben diese Werte mit 
aller Reserve wieder. Jedenfalls ergibt sich daraus, selbst wenn die absolute 
Zahl nicht ganz stimmen sollte, einé bedeutende Erniedrigung des R.-Q. 
Es ist ja nicht ausgeschlossen, daB in pathologischen Fallen, die auBerhalb 
der physiologischen Normen stehen, doch sonst kaum beobachtete Werte 
méglich sind, und wir verweisen auf eine AuBerung A. Léwys a. d. J. 19114). 
Bei einem zweiten Versuch, der nach zwélftagiger Trinkkur mit Marienbader 
Ferdinandsbrunnen unter den gleichen Bedingungen wie der erste aus- 
gefiihrt worden ist, wurden bei einer Zuckerausscheidung von 30 g im Tage 
ohne dys. C folgende Werte in 10 Minuten beobachtet: O-Verbrauch 
= 5,23, CO,-Ausscheidung 4,6 Liter, R.-Q. = 0.88. Der O-Verbrauch 
pro Minute betragt 0,52 gegen 0,37 bis 0,38 L/M der Vorperiode, ist also 
um 44 Proz. erhéht. Die CO,-Ausscheidung pro Minute ist von 0,114 auf 
0,46 gestiegen, also sehr stark vermehrt. 

Aus diesem Versuch geht hervor, daB unter Einwirkung des Marienbader 
Mineralwassers der Harnzucker innerhalb 8 Tagen um 50 Proz. gesunken 


1) ,.Die normalen Grenzwerte des R.-Q. von 0,7 bis 1,0 gelten natiirlich 
nur, wenn die zum Zerfall kommenden Substanzen bis zu ihren letzten 
Endprodukten abgebaut werden, sie brauchen aber nicht mehr zu gelten, 
wenn intermediaére Produkte gebildet werden, die unverbrannt ausgeschieden 
werden.** 
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ist, der dysoxydable Harn-C, der einer Menge von 23 g Zucker entsprochen hat, 
verschwunden ist, daB der gnaz abnorm erniedrigte R.-Q. wieder auf die normale 
Hohe angestiegen ist, daB der O-Verbrauch sich um 44 Proz. gesteigert hat 
und die CO,-Ausscheidung auf das Mehrjache angestiegen ist. 


Zusammenfassung. 


Wir haben gesehen, daB es uns bei beiden Fallen von leichtem 
Diabetes, denen wir im Laufe der Beobachtung gréBere Kohlehydrat- 
gaben zugelegt haben, gelungen, ist, die Toleranz fiir Koblehydrate 
wesentlich zu erhédhen. Beide Patienten, die fiir 100g Brot nicht 
tolerant waren, konnten wir zur vollen Toleranz fiir 150 bzw. 200 ¢ 
bringen. 

Acetaldehyd als Beispiel intermediarer Stoffwechselprodukte ist 
bei einer Patientin von 36 mg auf normal, d. h. 24 mg, gesunken, bei 
der anderen von 86 auf 44. Bei einer dieser Patientinnen konnte auch 
eine Erhéhung des R.-Q. und der CO,-Ausscheidung erzielt werden. 
Der dysoxydable Harnkohlenstoff ist bei beiden verschwunden, der 
Gesamt-C um jenen Wert zuriickgegangen, der dem verschwundenen 
Zucker und dys. C entspricht. Der Quotient C/N ist auf seinen Normal. 
wert herabgegangen. Des weiteren ist eine deutliche Phosphorretention 
eingetreten, indem die Ausscheidung durch den Harn bei einer Patientin 
von 1,55 auf 1,08 und bei der anderen von 2,75 auf 1,13 gesunker ist, 
waihrend die Phosphorausscheidung im Stuhle nicht gestiegen, sondern 
im Gegenteil ebenfalls etwas herabgegangen ist. Auch der Blutzucker 
ist bei einer dieser Patientinnen, bei der er auf 0,17 Proz. erhéht war, 
auf die Norm herabgegangen, bei der anderen war er iiberhaupt nicht 
erhoht. 

Beim Fall S. ist die tagliche Zuckerausscheidung von 95g auf 
26 g gesunken. Der dys. C ist geschwunden und der Quotient C/N auf 
normale Héhe zuriickgegangen. Das Acetaldehyd ist gesunken von 
48 mg auf 26 mg, d.b. normal. Der gesamte C hat eine wesentliche 
Herabsetzung erfahren, und der Blutzucker ist von 0,25 auf fast normale 
Hohe von 0,13 Proz. zuriickgegangen. Der O-Verbrauch ist um 18 Proz. 
gestiegen, die CQO,-Ausscheidung um 46 Proz. und der pathologisch 
erniedrigte R.-Q. von 0,46 ist auf 0,91 angestiegen. 

Die Versuche, iiber die wir hier berichtet haben., gestatten uns 
folgende SchluBfolgerungen : 

1. Durch Zufuhr der Marienbader Glaubersalzwisser kann der 
Zucker und der dys.C des Harns binnen kurzem bei leichten Fallen 
von Diabetes zum Schwinden gebracht, bei mittelschweren tief herab- 
gedriickt werden. Der dys.C ist bei allen unseren Patienten ver 
schwunden. Da nun der Harnzucker auch unter der Wirkung des 
Insulins nach Bickel und Kauffmann-Cosla erst dann vollig zuriickgeht. 
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wenn der dys.C ginzlich verschwunden ist, wire anzunehmen, dab 
bei linger dauernder Zufuhr von Marienbader Wasser auch mittel- 
schwere Diabetiker nicht nur vollstandig zuckerfrei werden, was 
empirisch langst bekannt ist, sondern auch zu ganz normaler Oxydations- 
fihigkeit gelangen, denn die Trinkperioden betrugen nicht einmal die 
halbe Zeit einer durchschnittlichen Brunnenkur. 

2. Der Quotient C/N sinkt bei leichten und mittelschweren 
Diabetikern unter dem EinfluB des Marienbader Wassers auf die Norm 
guriick. 

3. Auch die intermediiren Abbauprodukte des Zuckers, wie z. B. 
Acetaldehyd, gehen auf die Norm zuriick. 


4. Der Blutzucker sinkt unter EinfluB der Marienbader Glauber- 
salzquellen bei leichten und mittelschweren Diabetikern auf die Norm ab. 


5. Unter Einwirkung der Marienbader Glaubersalzquellen tritt 
eine deutliche Phosphorretention ein. 


6. Unter der Zufuhr von Marienbader Mineralwasser tritt eine 
deutliche Erhéhung des pathologisch erniedrigten R.-Q., des Sauerstoff- 
verbrauchs und der Kohlenséureausscheidung auf. 


7. Eine Verminderung der Resorption von Nahrungsmitteln tritt 
auch unter dem EinfluB der abfiihrenden Glaubersalzquellen nicht ein. 


8. Alle diese Resultate gestatten uns zu sagen, daB diese Erfolge 
bei leichten und mittelschweren Diabetikern durch Marienbader 
Glaubersalzquellen auf einer Erhéhung der Oxydation durch die Zelle 
beruhen; wir wollen hier darauf hinweisen, daB solche Resultate bei 
Diabetikern bisher nur unter der Wirkung des Insulins bekannt waren. 


9. Es laBt sich ferner der SchluB ziehen, daB auch die Entfettung, 
die man mit den Marienbader Glaubersalzquellen erzielen kann, nicht 
auf eine verminderte Resorption der Nahrung, sondern ebenfalls auf 
eine Erhéhung der Oxydationsfihigkeit des Kérpers zuriickzufiihren ist. 
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Zur Frage nach der Existenz der Diphtherietoxin- 
Adsorption durch Erythrocyten. 


Von 
N. I. Griasnow. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Staatsinstituts fiir Mikrobiologie 
in Saratow.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1927.) 


Im Jahre 1923 hat Sbarsky eine Arbeit veréffenatlicht, in welcher 
er Beweise fiir die Adsorption der EiweiBabbauprodukte und des 
Diphtherietoxins durch Erythrocyten angefiihrt hat'). In meiner 
Arbeit, veréffentlicht im Jahre 1924*), konnte ich die Beobachtungen 
von Sbharsky nicht bestiitigen. Im Jahre 1926 hat Sharsky mit anderer 
Methodik wiederum einige Versuche tiber die Adsorption des Diphtherie- 
toxins durch Erythrocyten mitgeteilt. Diese Versuche haben seine 
friiheren Beobachtungen bestatigt®). Glusmann ist auch zum SchluB 
gekommen, da Erythrocyten Diphtherietoxin adsorbieren‘). 

Anderer Meinung ist Silber. Nach ihm wird das Diphtherietoxin 
von Erythrocyten fast gar nicht adsorbiert®). 

Beim Studium der Arbeiten von Sbarsky und Glusmann iiber die 
Adsorption des Toxins durch Erythrocyten fallt ihr allgemeiner methodi- 
scher Fehler auf: weder der eine noch der andere hat das Wasser 
berechnet, welches den Intraerythrocytenraum einnimmt. Indessen 
aber ist die Erythrocytenemulsion ein zweiphasisches System: Erythro- 
cyten + Wasser. Die gegenseitigen Beziehungen zwischen Wasser 
und Erythrocyten sind nicht bestindig, sondern verindern sich mit 
der Dauer und Kraft des Zentrifugierens. Sbharsky hat wie zu 4 ccm, 
so auch zu 8cem Erythrocytenemulsion zwei tédliche Dosen Toxins 
in 2 cem physiologischer Lésung beigefiigt, dabei enthalten aber 8 ccm 


1) Diese Zeitschr. 185, 30, 1923. 

2) Ebendaselbst 145, 63, 1924. 

8) Ebendaselbst 169, 113, 1926. 

*) Ebendaselbst 177, 309, 1926. 

5) Vortrag auf dem X. Kongre8 der Bakteriologen. Odessa. 
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Erythrocytenemulsion unter gleichen Bedingungen natiirlich eine 
gréBere Menge fliissiger Phase als 4 ccm. 


Es ist vollkommen begreiflich, daB ein Teil des zu der Erythro- 
cytenemulsion hinzugefiigten Toxins sich in der fliissigen Phase einfach 
verteilt, und deshalb enthalt nach dem nachfolgenden Zentrifugieren 
leem des Zentrifugats etwas weniger Toxin als 1 ccm der anfanglich 
zugesetzten Lésung desselben. Bei Wiederholung eigener Versuche 
der Diphtherietoxinadsorption durch Erythrocyten berechnete ich dic 
Menge der fliissigen Phase in der Erythrocytenemulsion und fiigte 
derselben mit 2cem_ physiologischer NaCl-Lésung so viel tédliche 
Toxindosen zu, daB lcem der verdiinnten, fliissigen Phase eine 
tédliche Toxindosis enthalte. 

Die Berechnung der fliissigen Phase der Erythrocytenemulsion 
wurde mittels dauernden Zentrifugierens (2 Stunden lang) der fiir die 
Versuche angefertigten Erythrocytenemulsion durchgefiihrt. 


Versuch 1. 


4 ccm einer dreimal durchgespiilten Erythrocytenemulsion vom Pferde 
werden in ein graduiertes Zentrifugierglischen eingegossen. Zentrifugieren 
auf einer starken Zentrifuge binnen 2 Stunden. Oberhalb der sich fest- 
gesetzten Erythrocyten hat sich eine Wasserschicht von 0,3 cem gebildet. 

8cem derselben Erythrocytenemulsion werden nach’ Durchschiitteln 
in ein Zentrifugierglischen eingegossen. In 8 ccm genommener Emulsion 
sind 0,6 cem Wasser vorhanden. Mit 2 cem physiologischer NaCl-Lésung 
werden so viel tédliche Toxindosen fiir ein Meerschweinchen hinzugefiigt, 
daB lecem der fliissigen Phase (0,6 + 2 = 2.6cem) eine tédliche Dosis 
Toxin enthalte. 

Die Mischung steht im Brutschrank 1 Stunde lang bei 37°, ebenso wie 
das Kontrolltoxin (eine tédliche Dosis in lcem). 1 Stunde darauf Zentri- 
fugieren. 1lccni von dem durchsichtigen Zentrifugat wurde dem Meer- 
schweinchen Nr. 1, Gewicht 260,0, intradermal eingefiihrt. 1 cem des 
Kontrolltoxins wurde dem Meerschweinchen Nr. 2, Gewicht 250,0g, ein- 
gefiihrt. Meerschweinchen Nr. 1 starb vom fiinften auf den sechsten Tag. 
Meerschweinchen Nr. 2 vom vierten auf den fiinften Tag. 


Versuch 2. 


Auf dieselbe Weise wurde die Wassermenge in 4 ccm Erythrocyten- 
emulsion festgestellt. Sie belief sich auf 0,5cem. Zu 8cem derselben 
Emulsion wurden mit 2 cem physiologischer Lésung NaCl so viel Toxin 
beigefiigt, daB 1 ccm der fliissigen Phase (1 + 2 3) eine tédliche Dosis 
enthalte. Die Mischung wird durchgeschiittelt und im Brutschrank bei 
37° 1 Stunde lang gehalten. 1 Stunde darauf Zentrifugieren. 

Das Meerschweinchen Nr. 3, Gewicht 258,0g welches lecem des 
Zentrifugats erhalten hat, kam vom vierten bis fiinften Tage um. 

Das Kontrollmeerschweinchen Nr. 4, Gewicht 260,0 g starb 10 Stunden 
spater als Nr. 3. 
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Versuch 3. 

Wasser in der Erythocytenemulsion, 0,3 auf 4cem. Versuch der 
Toxinadsorption durch Erythrocyten wurde auf gleiche Weise wie in den 
zwei ersten Versuchen durchgefiihrt. 

Das Meerschweinchen Nr. 5, Gewicht 220,0g, welches 1 cem des 
Zentrifugats erhalten hat, starb vom dritten auf den vierten Tag. Das 
Kontrollmeerschweinchen Nr. 6, Gewicht 220,0 g, starb ebenfalls vom 
dritten auf den vierten Tag. 

In allen Fillen also, wo die Wassermenge in der Erythrocyten- 
emulsion berechnet wurde, starben die Meerschweinchen, welche das 
Toxin, nach einstiindigem Kontakt mit den Erythrocyten im Brut- 
schrank, bekamen, fast gleichzeitig mit den Kontrolltieren. Geringe 
Schwankungen in der Zeit hingen von individuellen Besonderheiten 
der Meerschweinchen ab. 

Somit ist es klar, daB die tédliche Toxindosis im Zentrifugat der- 
selben in der Kontrolle gleich war. 
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Beitrige zur Physiologie der Driisen. 
Von 
Leon Asher. 


Nr. 104. 


Fortgesetzte Untersuchungen 
zur Lehre von der Harnabsonderung. Die Wirkungen 
der spezifischen Diuretica im allergischen Zustand. 
Von 
Burrel ©. Raulston (Los Angeles, Kalifornien). 


J 


Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. 
(Eingegangen am 2. Februar 1927.) 


Mit 15 Abbildungen im Text. 


Die voraufgehenden Untersuchungen zur Lehre von der Harn- 
absonderung aus dem Berner physiologischen Institut hatten zu einer 
schiirferen Ausarbeitung der Bedeutung der Wechselwirkung zwischen 
Gewebe und Blut fiir die Harnabsonderung unter physiologischen Be- 
dingungen im Gesamtorganismus gefiihrt. Dieselbe geschah methodisch 
vornehmlich durch Anwendung der spezifischen Diuretica, und die 
gefundenen Tatsachen und die daraus gezogenen Schliisse gelten dem- 
nach zunichst nur fiir die Diurese unter dem EinfluB dieser Mittel. 
Es ergab sich, daB der dominierende Faktor der durch diese Stoffe 
veranlaBte Stoffaustausch zwischen Gewebe und Blut in seiner Art 
und GréBe sei. Aber da gerade fiir diesen praktisch so wichtigen Fall 
das Ergebnis lautete, daB die spezifischen Diuretica einerseits keine 
Reizmittel fiir die Nierenzellen im Sinne der sekretorischen Theorie 
seien, andererseits aber auch die Anderungen im Filtrationsdruck und 
in den Bedingungen fiir etwaige Riickresorption ausfielen, war doch 
tiber den Spezialfall hinaus eine Einsicht in die Geschehnisse bei der 
Harnabsonderung geférdert worden. Es konnten ja auch im AnschluB 
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hieren durch Nakao') der EinfluB des vegetativen Nervensystems und 
der Anteil gewisser Gewebsterritorien an dem Zustandekommen der 
Harnabsonderung nach Euphyllin dargelegt werden. 


Die Auffassung, dab die Nierenzellen unter physiologischen Be- 
dingungen infolge ihres feinen Ansprechens auf die Zustandsverande- 
rungen, welche dem Blute durch die Geschehnisse im Gesamtorganismus 
aufgepragt werden, die jeweilige Harnabsonderung bewerkstelligen, 
wird trotz Aufgabe der Vorstellung, daB die spezifischen Diuretica 
eizmittel im Sinne der sekretorischen Theorie seien, dem prinzipiellen 
Standpunkt gerecht, daB.die Nierenzelle als lebendiges Gebilde aktiv- 
autonom sich an der Harnbereitung beteiligt. Auch hierfiir hat eine 
voraufgehende Arbeit von Nakao*) einen experimentellen Beweis 
erbracht, indem gezeigt wurde, daB bei Sauerstoffmangel, hervor- 
gerufen durch Dyspnoe, trotz ausgeschlossener GefiBverengerung und 
leicht erhéhten Blutdrucks die spezifische Euphyllindiurese ausblieb. 


Vor allem aber gestattet die genannte Auffassung neue experi- 
mentelle Problemstellungen, um zu ihrer weiteren Ausgestaltung zu 
helfen. Mit einer solchen Problemstellung befaBt sich im AnschluBb 
an die voraufgehenden Arbeiten meine nachfolgende, indem sie die 
Wirkungsweise der spezifischen Diuretica bei experimentell herbei- 
gefiihrtem allergischen Zustande des Versuchstieres untersucht. Der 
allergische Zustand andert die Eigenschaften und die Geschehnisse in 
den Gewebszellen, und vor allem wird die Permeabilitat der Gewebs- 
zellen, wie aus einer Reihe von Arbeiten hervorgeht, geiindert. Alles 
dies sind Momente, die giinstige Aussichten fiir eine Untersuchung 
stellen, die darauf hinausgeht, in ihnen wesentliche Faktoren fiir die 
Harnabsonderung zu erblicken. Hierzu kommt noch ein weiteres 
Moment, nimlich, daB durch den allergischen Zustand auch die Nieren- 
zellen als lebendige! Gewebselemente mit betroffen sein kénnen. 
Methodologisch liegt hierin unbestreitbar eine Komplikation vor, welche 
durch die Analyse der Erscheinungen abgeschwiicht werden muB, 
sachlich-physiologisch aber etwas giinstiges, weil einer cinseitigen 
Betrachtungsweise entgegengewirkt wird. 

Nach dem Gesagten muBte der Plan meiner Arbeit darin bestehen, 
durch parenterale Injektionen passender Stoffe einen allergischen 
Zustand hervorzurufen und die Harnabsonderung in demselben unter 
dem Einflu8 von Euphyllin zu untersuchen, und zwar in anniahernd 
der gleichen Weise, wie es in den voraufgehenden Arbeiten dieser Reihe 
geschehen ist. Zum Vergleich waren Voruntersuchungen an den gleichen 


') H. Nakao, diese Zeitschr. 178, 342, 1926. 
2) Derselbe, ebendaselbst 173, 41, 1926. 
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Tieren in nicht allergischem Zustande notwendig. Es hatte sich jedoch 


herausgestellt, daB auch eine weitere Voruntersuchung notwendig war, 
nimlich eine Beobachtung der normalen Harnabsonderung unter den 
Bedingungen, wie seit der Arbeit von Curtis!) im Berner physiologischen 
Institut die Harnabsonderung studiert wird. Ich darf die Methode als 
bekannt voraussetzen. Gerade weil sie eine méglichst physiologische 
ist, enthalt sie variable Faktoren, die in den Bedingungen des physiologi- 
schen Organismus liegen und die der Beobachter nicht beherrscht, 
aber versuchen mu, zu erkennen. Beim normalen, in médglichst be- 
quemer Lage aufgebundenen Kaninchen spielen die Einfliisse der 
verschiedenen Teile des Zentralnervensystems eine Rolle, tiber welche 
wir namentlich durch die Arbeiten von Pick und seinen Schiilern auf- 
gekliart worden sind*). Vom Zentralnervensystem kénnen sowohl 
hemmende wie auch erregende und schlieBlich hemmende Impulse, 
die enthemmend wirken, ausgehen. Die wechselnden Einfliisse der 
Umwelt vermégen diese Impulse zu wecken. Die Impulse kénnen in 
mannigfacher Weise wirksam werden, entweder auf dem Wege des 
Kreislaufs oder auf dem Wege der extrarenalen Gewebe, oder durch 
Beeinflussung der Nierenzellen selbst. Halt man sich diese verwickelten 
Tatbestande vor Augen, so wird es nicht wundernehmen, daB normale 
Kontrollversuche durchaus ungleich ausfallen kénnen. Man muB die 
aiuBersten Grenzen einigermaBen kennen lernen, um mit Sicherheit 
die Wirkung von etwaigen Eingriffen beurteilen zu kénnen. 


Normale Kontrollversuche. 


Meine zahlreichen normalen Kontrollversuche wurden so ausgefiihrt 
wie die Hauptversuche. Kaninchen, welche mit Feuchtfiitterung in 
der Art und Weise, wie sie Curtis beschrieben hat, vorbehandelt worden 
waren, wurden aufgebunden, warm gehalten und erhielten’ einen 
weichen sterilisierten Katheter in die Blase eingefiihrt. Worauf besonders 
geachtet wurde, war der Zustand ihrer Muskulatur. Gelegentlich sind 
die Tiere wahrend der ganzen Zeit vollstandig ruhig, gelegentlich aber 
beobachtet man eine gewisse motorische Unruhe. In einigen Fallen 
habe ich durch Manipulationen am Tiere eine gewisse dauernde Un- 
ruhe aufrecht zu erhalten versucht. Bestimmt wurden die Harn- 
mengen meist in 10-Minutenperioden, der Kochsalzgehalt und daraus 
die gesamte wahrend der Versuchsdauer ausgeschiedene Kochsalzmenge 
errechnet. 


. ey . . . - 
Ich lege eine Ubersichtstabelle iiber zwélf einschlagige Kontroll- 
versuche vor. 


1) George M. Curtis, diese Zeitschr. 168, 109, 1925. 

2) H. Molitor und E. Pick, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 107, 
180, 185, 1925; H. Molitor, ebendaselbst 118, 171, 1926; H. Molitor und 
E. Pick, ebendaselbst 112, 113, 1926. 

Biochemische Zeitschrift Band 184. 
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Tabelle I. 


Kontrollversuche. 





- — . e 
e = a =-*o x N 
s a <x = a = = ol 
> g sb) 6 6g ES =. .-§ Sze 
$s/ € g3 328 G&S | Ee es 
3. € cs pe Sa so ss FS Bemerkungen 
3Z ov Tal a. RE ys. 
c = > z=" | 34 “3 | 33a 
4s 
S - =7 y 4 
com Min com 


9 | 38.7 120 179 § 0.0829 0.248 0,046 Periode 30 statt 10 Minuten 


9 18 — 0,5 | 0,0033/ 0,503; —  Hyperglykimie 
9 31,2 90 6.6 0,0248 | 0.321 . 0,049 Tier dauernd ruhig. NaCl-Anstieg 
9 || 32 120 5.7 | 0,0209 0,186 0,048 = oe 

10 4.6 60 2,1 0,0219 0,582 0,564 Tier dauernd unruhig 


10 25.6 110 3.6 0,0248 | 0,172 | 0,068  Weniger unruhig als im vorhergehen- 
den Versuch 


6 531 140 91 0,0572 0,322 0,100 Tier dauernd zu Bewegungen ver- 
anlaBt 


9 469 110 9.0 0.0315 | 0,619 | 0,036 || Ruhig. Keine Blutzuckerverinderung 
1 32,1 140 5.0 0,0201 0,266 | 0,051 || Rubig. Phasendiurese. Na Cl-Konzen- 
tration niedriget werdend 

10 13.8 80 26 0.0085 0,139 | 0,061 | Kiinstliche starke Unruhe 

6 143 120 25 0.0151 0,133 | 0,069 ||) Wechselnd Ruhe und Unruhe. Kein 

| Zucker 

9 45.5 149 6.6*) 0.0241 0.118 | 0,050 |) Dawernd kiinstlich reflektorisch er- 
regt. Kein Zucker. 


*) Allmahlich ansteigende Diurese. 


Aus Tabelle I geht hervor, daB bei der von mir angewandten Methode 
es ohne jeden besonders auf die Diurese gerichteten Eingriff doch zu einer 
recht erheblichen Diurese kommen kann, bald ist die wahrend einer 
Versuchsperiode gewonnene Harnmenge weit gréBer als diejenige, die man 
als normal anzusehen hat; bald ist die maximale Diurese wahrend einer 
10-Minutenperiode von einer GréBenordnung, die man unbedenklich als 
gesteigerte Diurese ansprechen wiirde, hatte man vorher ein Diureticum 
injiziert. In zwei Versuchen habe ich maximale 10-Minutendiuresen von 
9 cem Harn erhalten. Nichtsdestoweniger lehrt einen der Durchschnittswert 
doch einen recht erheblichen Unterschied gegeniiber Versuchen, in denen 
man Euphyllin gegeben hat. Aus neun solchen Versuchen erhielt Curtis 
fiir die durchschnittliche Menge des Maximums der Diurese in einer 
10-Minutenperiode 13,8 ccm, wihrend aus meinen zwélf Versuchen sich 
nur ein Durchschnittswert von 5,05 cem ergibt. Ein weiteres Kriterium 
liegt in den Ausscheidungsverhaltnissen des Kochsalzes. Die gesamte 
Kochsalzmenge, die ausgeschieden wird, ist stets sehr klein und die 
Konzentrationsverhaltnisse des NaCl im Harn wihrend der gesteigerten 
Diurese verraten nichts von der vermehrten Chloridausscheidung, die so 
charakteristisch fiir die Wirkung der spezifischen Diuretica vom Typus 
Euphyllin ist. 

Die Ursachen fiir gesteigerte Diurese in meinen Kontrollversuchen 
kénnen verschiedener Natur sein. Es kann beispielsweise der Fall vor- 
kommen, da8 unter zentralen Einfliissen Schwankungen der Permeabilitat 
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der Gewebe eintreten, so da8, wenn auch in abgeschwachter Form, dieselben 
Diurese erregenden Bedingungen obwalten wie nach Injektion von Euphyllin. 
Ein Beispiel liefert der nachfolgende Versuch 26 vom 19. Januar 1926. 
In diesem Versuch verhielt sich das Tier ganz ruhig. Die Kurve der Kon 
zentration der Chloride im Blute zeigt nach einem anfangiichen Sinken ein 
deutliches Ansteigen iiber den urspriinglichen Anfangswert, und parallel 
damit geht eine 50 Minuten lang anhaltende Steigerung der Diurese. 


Tabelle Il. 


Versuch 26. 19. Januar 1926. Kaninchen Nr. 9. Kontrollversuch. Das 
Tier verhielt sich die ganze Zeit tiber ruhig. 











Nr. der Zeitintervall Menge NaCl im Blut NaCl im Harn NaC! im Harn 

Harnprobe \ com | Proz. Proz g 
1 Blase 110,0 0,053 — 
2 10 1.0 0,108 O,00L0 
3 10 1,0 0,486 0,321 0,0082 
4 10 1.5 0,470 0,294 0,0044 
5 10 29 0.484 0,103 0.0029 
6 10 5S 0,490 0.054 0.0031 
7 10 6.6 0,497 0,049 0,0032 
8 10) 6,3 0,499 0,045 0,0028 
q 10 4,1 0,489 0,054 0,0022 
10 10 2.0 0,490 0,099 0,0020 
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Anders liegt der Fall in Versuch 48 vom 14. Februar 1926. Hier begann 
in der sechsten 10-Minuten-Periode eine Diurese, welche sich steigerte 
und in der neunten, zehnten, elften und zwélften 10-Minuten-Periode sich 
dauernd annahernd auf der Héhe von 9 ccm hielt. Der wesentliche Faktor 
in diesen Versuchen war der, da®B das Tier fortwihrend zu Muskelunruhe 
angetrieben wurde und die biochemischen Folgen dieses Antreibens der 
Muskelunruhe méchte ich fiir die Diurese verantwortlich machen. 

3 
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Tabelle III. 


Versuch 48. 14. Februar 1926. Kaninchen Nr 6. Kontrollversuch. 


1035’ . . . . . . Kaninchen auf dem Operationstisch. 
10 41 .. .. . . Kaninchen katheterisiert. 
1100 ... . . . Hautnadel eingefiihrt; nichts injiziert. 


Das Tier wurde gezwungen, von der ersten bis zehnten Periode des 
Versuchs haufige Muskelbewegungen zu machen. Danach blieb es ruhig. 
Blutzucker mehr als 0,200 waihrend wenigstens 40 Minuten. Kein Zucker 








im Harn. 
Nr. der , Zucker NaCl NaCl Zucker Zucker NaCl 
Harn Zeit Menge’ im Biut | im Harn | im Harn im Harn im Harn | im Blut 
probe meneiees com Proz Proz. | g Proz. g Proz. 
1 Blase 62.0 0,127 0,017 0,517 
2 10 0,5 0.177 0,035 0.0002 0.518 
i 10 0.7 0,153 0,0011 0,530 y 
4 10 0,7 0.255  0,0018 0,522 
5 10 0,7 0,224 0,320  0,0022 
6 10 1,1 
7 10 1.8 0,168 | 0,0030 h b 0,527 
8 10 5,0 0206 0,120 0,0069 & a . 
9 10 8.4 0,099 | 0,0083 < “4 
10 10 91 0,100 | 0,0091 0,520 
11 10 8.7 0.173 0,083  0,0972 
12 10 9,0 0,083 | 0,0075 ’ 
13 10 3,7 0,155 0,126 0,0047 0,545 
14 10 2.0 0,167  0,0033 
15 10 1,7 0,163  0,0028 








Abb. 2. 





SchlieBlich méchte ich noch auf einen eigentiimlichen phasischen 





: Verlauf der Diurese aufmerksam machen, weil diese Art des Diureseablaufs 

bei der Betrachtung des allergischen Zustandes wiederkehren wird. Ver- 

: such 31 vom 26. Januar 1926 illustriert diesen Fall, fiir den sich irgend eine 

' Erklarung aus den Versuchsdaten nicht geben l4Bt. Es handelt sich rein . 

; um Anderungen in der Wasserausscheidung, nicht aber um diejenige der 
Chloride. 
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Tabelle 1V. 


Versuch 31. 26. Januar 1926. Kaninchen Nr. 1. Kontrollversuch. Nach 
der iiblichen Behandlung wird das Tier katheterisiert und kein Diureticum 
gegeben. Es blieb praktisch waihrend des ganzen Versuchs ruhig. 





Nr. der Zeitintervall Menge Zucker im Blut NaCl im Harn NaCl im Harn 
Harnprobe com Proz. Proz 8 

1 Blase 27,0 0,200 
2 10 09 0,104 0.266 0,0024 
3 10 1.3 0,167 0,0022 
4 10 2.0 0,104 0,063 0,0013 
5 10 1.3 0,051 0,0007 
6 10 05 0,108 0,055 0,0603 
7 10 4.6 0,062 0.0029 
8 10 2.6 0,127 0,053 0,0014 
y 10 21 0,049 0.0010 
10 10 3.4 0.125 0,042 0.0015 
il 10 3.4 0,042 0,0015 
12 10 0,2 0,154 0,056 0,0001 
13 10 5.0 0.051 0.0026 
i4 10 3.3 0,129 0,048 0,0016 
15 10 1.5 0.041 0.0006 
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Euphyllininjektion an normalen Tieren. 


Die zweite Reihe meiner Versuche beschaftigte sich zur Ovientierung 
iiber die Wirkungsweise von Euphyllin an den nicht behufs Allergie vor- 
behandelten Tieren mit einer Wiederholung der Versuche, wie sie z. B. Curtis 
angestellt hat. Ich habe, um das kurz vorher zu nehmen, die gleichen 
Folgen der Euphyllininjektion beobachtet, wie sie Curtis beschrieben hat. 
Nur in einer Beziehung sind mir anscheinende, wie ich es bezeichnen méchte, 
Abweichungen von den Curtisschen Feststellungen begegnet. Curtis hatte 
angegeben, daB das erste, was nach Euphyllininjektion geschieht, ein Anstieg 
der Chloride des Blutes ist. Dieser Tatsache wegen, besonders aber auch 
deswegen, weil die Chloridablenkung in die Bauchhdéhle die diuretische 
Wirkung von Euphyllin aufhob, hatte er den durch letztere Tatsache wohl 
gesicherten Schlu8 gezogen, daB8 der Elektrolytaustritt aus den Geweben 
in das Blut der primar bestimmende Faktor fiir die Wirkung auf die Niere 
sei. Nun habe ich in einer gewissen Anzahl von Fallen beobachten kénnen, 
daB der primaire Anstieg der Chloride nicht so ausgesprochen war wie in 
den Curtisschen Versuchen, ja es konnte sogar gelegentlich eine Verminderung 
der Blutchloride konstatiert werden. Die nahere Analyse der einschlagigen 
Versuche fiihrt jedoch, wie mir scheint, zu einer widerspruchsfreien Auf 
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klirung des Tatbestandes. Es zeigt sich naimlich in diesen Fallen, daB die 
Chloridausscheidung durch die Niere teils infolge der Steigerung der Harn- 
absonderung, teils infolge der Chloridkonzentration im Harn so groB ist, 
daB die Chloridkonzentration im Blute nicht Schritt halten kann. Die 
rechnerische Auswertung ergibt ganz deutlich, daB wahrend der ganzen 
Zeit Chloride aus den Geweben in das Blut in gréBeren Mengen iibergetreten 
sein miissen. Es wird sich diese Tatsache namentlich aus Versuchen, iiber die 
ich im dritten Abschnitt meiner Arbeit berichten werde, ergeben. 

Als Beispiele dieser Versuchsreihe gebe ich eine Ubersichtstabelle, die 
iiber 13 Versuche berichtet. 


Tabelle V. 


Euphyllindiurese im normalen Zustande. 





Maximale Maximale 
bony ep Versushedeuse 10+ Minuten: Gesamt-Na Cl Na Cl-Proz. 
— com Min. Diurese wahrend Diurese 
1 45,0 80 13,50 0,258 0,452 
6 31.50 90 8,30 01,0246 0,211 
1 56,1 100 8,7 0,238 0,590 
6 22,7 14,6 0,142 0,744 
6 19,0 90 4.7 0,085 6,703 
doppelte 
Injektion ‘ 
6 62,6 60 18,8 0,253 0,482 
1 71,1 22,3 0,262 0,522 
6 19.9 90 8 0.0396 0,348 
Zucker im Harn 
9 58,1 80 17,2 0,1033 0,561 
10 46,7 130 7,1 02202 0,735 
9 34.8 90 8,8 ,  0,0376 0,292 
Euphyllinmenge 
+) 21,2 100 6,0 0,0441 0,537 
10 43.8 110 6,2 0.1711 0,510 
sehr verspatete 
protrahierte 
Diurese 


Schon ein Uberblick iiber die maximalen 10-Minuten-Diuresen lehrt 
Len groBen Unterschied gegeniiber den gesteigerten Diuresen ohne Injektion 
von Euphyllin. Der Durchschnittswert der maximalen 10-Minuten-Diuresen 
betragt 11,1 cem gegeniiber 5,05 in der vorigen Reihe. Die maximalen 
Werte, die ich iiberhaupt in dieser Reihe beobachtet habe, betrugen 22,3 und 
18,8 ccm. Sehr ausgesprochen ist die Wirkung auf die Chloride. Dies tut 
sich vor allem darin kund, daB die gesamte wahrend der Beobachtungs- 
dauer ausgeschiedene NaCl-Menge weit diejenige iibertrifft, die ohne 
Injektion von Euphyllin beobachtet wurde. In der friiheren Versuchsreihe 
handelte es sich um Milligramme und nur gelegentlich um wenige Zenti- 
gramme in Versuchsdauern von 1 bis 2 Stunden. In der vorliegenden 
Versuchsreihe konnten in viel kiirzeren Perioden Dezigramme von NaCl 
ausgeschieden werden. Auch die Konzentrationsverhaltnisse des NaCl 
wihrend der Diurese nach Euphyllin lehrt die gesteigerte Ausscheidung von 
NaCl. Denn selbst, wenn wahrend maximaler Ausscheidung von Wasser 
die Konzentration der Chloride im Harn gegeniiber Perioden geringerer 
Wasserabsonderung sank, war das Sinken kein derartiges, daB es der Wasser- 
steigerung entsprach. 
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Sehr belehrend ist in dieser Beziehung z. B. Versuch 32 vom 29. Januar 
1926. 


Tabelle VI. 


Versuch 32. 29. Januar 1926. Kaninchen Nr. 9%. 


96 03’ . . . . . . Kaninchen auf dem Operationstisch. 
9 45... . . . Kaninchen katheterisiert. 
10 10 .... . . 0,12 g Euphyllin. 


Wegen andauernder Schwierigkeit beim Anlegen des Katheters 
strampelt das Tier fast konstant 4 Stunde lang. Blieb ruhig, nachdem der 
Katheter an Ort und Stelle war. Dies mag die erhéhte Lage der Blutzucker- 
kurve erklaren. 





z NaC NaC Zuc , 
Nr. der _ Zeit Menge hwy oo im tern = toes Ro h - 
Harnprobe interval! “ “ 
ccm Proz Proz. g Proz. ry 
1 Blase 9,5 0,184 0,124 
~>2 10 3,0 0,066 0,0020 
: 10 12.9 0,152 0,047 0,0061 
4 10 16.6 0,104 0,0173 
5 10 17,2 0,150 0,223 0.0884 
6 10 3,1 0,182 0,358 0.0111 
7 10 19 0,590 0.0095 
8 10 14 0,197 0,547 0,0077 
9 10 2,0 0,209 0,561 0,0112 


Zucker in kleinen Mengen in Nr. 8 und 9. 


Im Blasenharn vor dem Beginn des * ic 2: AE ee eee 
Versuchs betrug die NaCl-Konzentration . wal 

im Harn 0,124. Sie sank im Anfang der 
Diurese auf 0,066 und 0,047 Proz., um 
im Maximum der Diurese, wo in 10 Min. 
17,2cem Harn ausgeschieden wurden, 
auf 0,223 Proz. zu steigen. Sehen wir 
ganz ab von einer hypothetischen Er- 
klarung von verminderter Riickresorp- 
tion oder gesteigerter Sekretion, es bleibt 
der Tatbestand, da8 in dieser Periode 
ein Mechanismus in Tatigkeit ist, der 
ein gesteigertes Verlassen von NaCl auf 
dem Wege der Niere erzwingt. Ein 
weiteres Beispiel, welches die gleichen 
Verhaltnisse recht deutlich erkennen Abb. 4. 

laBt, sei Versuch 12 vom 12. Sept. 1925. 

Der Blasenharn hatte die Konzentration an Chloriden 0,122 Proz. In 
der ersten 10-Minuten-Periode belief sie sich auf 0,039 Proz. Von dem 
Moment an, wo die Diurese einsetzt, steigt die Chloridkonzentration 
und erreicht, als die 10-Minuten-Absonderung den Wert von 22,3 cem 
erreicht hat, den Betrag von 0,351 Proz. Wahrend der nachsten halben 
Stunde halt die Diurese an und die Chloridkonzentration wachst weiter an. 
Vor Beginn der Diurese und wahrend ihres gréBten Anstiegs hat sich auch 
im Blute der Prozentgehalt an Chloriden erhéht. Niachst der Wasser- 
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Tabelli Vil. 
Versuch 12. Kanir 
9b 10’ Kaninchen auf dem Operationstisch. Qh 4¢ 
9 13 Kaninchen katheterisiert. 10 4 
9 18 . 77,5 Proz. Hamoglobin. 10 4¢ 
Chloride im Harn Harnstott Spez 
2 a 5 E E 3. 
sie i®igzgigi gz iz2,i49 fa = = | $e sb 
ei € . = = 33 E ‘3 E gE je 27 
a s 5 & = z se a =¢ 7 = & Ze 
si 2 % 5 a Ds ie — ws = 3; |g sa 
os 3 5 rt © S es = ee ro z c= z= 
s = . z Zz a - cs § 5 | ue as 
z z = Z = = 2& 4 
= > i == “ 
Proz. Proz. g = Proz. = 
1 Blase 26,0 0,480 0,122 0,0318 | 0,0242 0.9055 0,0461 0,593 0.1560 0,099 130.3 
2 10 0.4 0,497 0,039 0.0002 | 0,0068 0,481 0.0019 0,080 
3 10 19 0488 0,142 0,0027 | 0.0248 0.9055 0.0461 0,558 0,0106 0,093 '1078 
4 10 13.1 0,487 0,261 0.0341 | 0.0446 0.8820 0.0839 0,505 | 0.0662 0,084 85,9 
5 10 223 0,500 0,351 0,0783 | 0,0600 0.8695 0.1122 0,090 0.0198 0,015 64,7 
6 10 19.2 0485 0,392 0.0754 | 0.0670 0.8645 0.1250 0,096 0.0170 0,016 91,4 
7 10 8.6 0476 0,466 0,0401 | 0.0796 0.8565 0.1478 0,133 |0,0115 0,022 111.8 
8 10 6,0 0,473 0,522 0,0313 0.0893 | 0,8506 0.1653 0,210 | 0.0126 0,035 141.7 
Tabelle Vill. 
Versuch &. Kanir 
9b 05’ Kaninchen auf dem Operationstisch. 9b 30 
i Brewer Kaninchen katheterisiert. 10 3¢ 
9 10 .82,5 Proz. Hamoglobin. 10 3 
Chloride im Harn Harnstoff Spez. elektr. Leittahi 
— 5 c e 5 
Tig litidligigi2z2 (aia it #l/al#i zie § 
si 3 | = S$i@ieei Biscaletelsa' 2! B & 
Si §$is|8/)—9 + 98/se\ 4) ge) 2) 4) 9g") a] § 2: 
ei 2 /#|Siaic!| a! § | #49) 3/3) 8 cd! ct 22 
s 3 5 . CS Sf a <¢ z Ss we s2  && E< 
“i Sj/2|4i)2/)2|* , Bal €1 6 | et | | ag a 
& » - = os = S as e - 
Z s 73 > = = ss > _ v 
Ss = has =! = ss 
= F = $ Ss 
Proz. Proz. g - Proz.| g 7 
1 Blase | 12,5 0,516 0.051 0.0087 0.9337 0.0168 0,161 0.0268 132,32 0.1475 OS81¢ 
2 10 0.1 0,501 
3 10 0.0 
4 10 8,0 0,511) 0,563 0,017 0,0963 0,8357 0,1768 0,480 0,014 0,0800 169,42 0,1917 0,802 
5 10 14,6 0,597 0,087, 0,1040 0,8383 0.1911 0,912 0,133 0,1520 139,99 0.1566 0812 
6 10 8.3 0.498 0.744 0,025.0.1270 0,8249'0.2318 0.168 0,005 0.0280 143.99 0.1614 0.812 
7 10 1.1 0,493 | 0,760 0,008 0.1300 0,8232'0,2370 0.264 0,003 0.0440 
8 10 0.7 0,750 0,005'0,1282'0,8249 0.2340 0.287 0.002 0.0478 
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Kaninchen Nr. 1. 


gb 40’ 
10 40 
10 40 


0,12 g Euphyllin. 
78 Proz. Hamoglobin. 


Versuch beendet. 
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Spez. elektr. Leittahigkeit 


Delta 





c v € 
as 2 e = 3 = 
§ ri - $ =| 2 = £ A - 2 
- | @ =) = © _* S| 46 € os = e¢ = 
— b S aa £0 - °° x 3s r= 2 a= 2 
inl = 3 _ ~ > = = 
2 Ged! 3 wales 9 gf gf is 2 
a oun eel as so 2 3's 2 8 8 & 
Noe £ E &: Ze s be c .-%e 2 i] o ow ss =] 
Re $2 S23 \S8§& 3 | *-. = “Sing & ga | Pai Sai «€ 
“as oie =f Q 2X s Si~e E “‘c S <p@ ° 
= =2 & & Fy 2 a. 5 = = S $ 
- = a) a = || . s mat € 
’ ol oe S . . v x 
S Z = ~; Ss) = 
130,30 0,146 0,823/0,2662 0,688 0.382 0.2201 69.7 83.2 0.0100 0,0069 0.0031 0.1158 0,0020 
0,0008 
' 107,84 0,118 0,835)0,2165 0.1704 783 0,0004 0.0002 
85.93 0,093 0,848'0,1719 0,425.0,230 0.0880. 74.8 51,1 0.0030 0,0026'0,0004 0,0581.0,.0011 
64,79 0,069 0,867/0,1288 0,3890,210 0.0166 61,5 12,9 0,0047 0.0929,0,0018 0,0812 0,0003 
91,43 0,099 0,845)0,1826 0,446.0,241 0,0576 75,9 31.4 0,0046 0,0035)0,00110,0584 0.0003 
111.88 0,124 0,832'0,2271 0.608 0,328 0,0793 66.2 34,9 0.0028 0.0020,0,0008 0,1009 0.0002 
141.70 0,159 0,818'0,2891 0,1238 42.9 0.0017 0.0002 
Vill. 
Kaninchen Nr. 6. 
9b 30’ 0,12 g Euphyllin. 
10 30 82,5 Proz. Hamoglobin. 
10 30 Versuch beendet. 
Leittahigkeit Delta 
- — é 2 S 
’ - 2 v = 3 = 
5 2 e 4 =| 2) = : E z - 
3 8 =-° -* an a e gs a gs E 
ec ~ ~ c+ 2 = c= v= = 
£ 2 | . 5 249|53| 2 “ae 36 #¢ S 
Se S| fe - tbe -igita § «4 
sh 38 ©¢ | #8 |) 3 | Be! 38) 2 ee ss: & + 
£:3 ie} 3 cm c -86 43 Z 4 ) e= 2 
3 = S 2 s ~ 8/86 E ce Oz cS : 
” =t a »% s Ss ~-¢ E <= sc << oe ¢ 
. e = 4 a - - = - 
o } s < $ < =. a 
= | e r=) > & E 
: 2 z : $3 
0.8168 02680 0.908 0.4908 02512 55.6 93.8 0.0614 0.0335 0.0279 0.2228 0.00835 
0.8023 0.3455 0.1687 48.8 0.0010 0.00024 
0.8132 | 0.2839 0.695 0.3756 0.0928 75.6 32,7 0.0055 0,0042 0.0031 0.0917 0.00174 
0.8123 0.2925 0,0607 20.4 0.0010 0.00009 
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ausscheidung dominiert also die Chloridausscheidung. Die Achloride 


nehmen in der zweiten Periode der Diurese auch am Anstieg teil. 
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Es kann sogar vorkommen, da8 wihrend der Euphyllindiurese der 
Prozentgehalt Chloride im Harn den Prozentgehalt der Chloride im Blut 


iibersteigt. 


Ein derartiges Beispiel findet sich in Versuch 8 vom 23. No- 
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vember 1925. Der natiirlich abgesonderte Harn in der Blase enthielt nur 
0,051 Proz. NaCl, sofort mit Beginn der Diurese steigt er auf 0,563 Proz., 
erreicht den Wert 0,597 Proz. bei der maximalen Diurese von 14,6, um dann 
bei allerdings abnehmender Diurese mit 0,744 Proz. schon den Chloridgehalt 
des Blutes zu iibersteigen. 

In einer gewissen Anzahl von Versuchen dieser Reihe habe ich auch 
meine Aufmerksamkeit auf den Zuckergehalt des Blutes und des Harns 
gerichtet. Die bekannte Hyperglykamie und auch Glykosurie nach Injektion 
eines spezifischen Diureticums habe ich in einer Anzahl von Versuchen 
feststellen kénnen. Ich will hierauf im letzten Abschnitt eingehen. 


Die Diurese im allergischen Zustande. 


In diesem Hauptteile meiner Arbeit habe ich durch parenterale Injektion 
Kaninchen in den allergischen Zustand versetzt und habe die Wirkungsweise 
von Euphyllin, die mir am gleichen Tiere im Normalzustande durch Vor- 
versuche bekannt war, gepriift. Zur Erzeugung von Allergie benutzte ich 
steriles Pferdeserum, sowie Kulturen von Typhusbazillen; beides wurde 
mir in liebenswiirdiger Weise vom bakteriologischen Institut in Bern zur 
Verfiigung gestellt. Ich habe die Mittel, welche den tierischen Organismus 
im Sinne der Allergie umstimmen sollten, einmal, zweimal und dreimal 
in variablen Zeitabstanden subkutan, spiter auch intravends injiziert 
und die Diureseversuche sowohl einige Stunden wie auch verschiedene 
Tage nach den stattgefundenen Injektionen ausgefiihrt. Ingend eine er- 
hebliche &4uBere Reaktion der Tiere habe ich in keinem Falle beobachtet, 
namentlich auch keinen anaphylaktischen Schock. Derartige grébere Ver- 
anderungen im tierischen Organismus waren auch nicht giinstig gewesen, 
um Beziehung zwischen Umstimmungen des Kérpers und einer nicht 
allzusehr von der Norm abweichenden Harnabsonderung analysieren zu 
k6énnen. 

Anfanglich hatte ich projektiert, meine Untersuchungen nicht bloB 
auf Gefrierpunktserniedrigung, Leitfahigkeitsbestimmung, Chloridkonzen- 
tration, Achloridkonzentration auszudehnen, sondern auch auf den Harn- 
stoffgehalt sowie auf einige andere N-haltige Bestandteile des Harns und 
des Blutes. Aber aus den Ergebnissen zahlreicher Vorversuche ging hervor, 
da8 jedenfalls unter den Bedingungen meiner Versuche die Anderungen an 
den letztgenannten Bestandteilen derartig waren, daB sie keinen wesentlichen 
AufschluB zu verheiBen schienen, und ich werde daher nur die Ergebnisse 
an den erstgenannten Bestandteilen beriicksichtigen. Nur das Verhalten 
des Zuckers darf nicht ganz auBer acht gelassen werden. Die Mehrzahl 
meiner Versuche wurde angestellt mit Euphyllininjektion, jedoch habe 
ich eine ganze Reihe auch angestellt, ohne Euphyllin zu injizieren, wm zu 
sehen, wie die unbeeinfluBte Diurese im allergischen Zustande verliuft. 

Bei der groBen Variabilitét der Erscheinungen der Diurese, wo jeder 
neue Eingriff die Variationsfahigkeit oft in bis jetzt unkontrollierbarer 
Weise zu steigern vermag, hat es sehr zahlreicher Versuche bedurft, um mir 
eine Einsicht in diejenigen Erscheinungen der Harnabsonderung zu_ ge- 
waihren, welche in einem einigermaBen regelmaéBigen Zusammenhang mit 
der Umstimmung des Organismus durch parenterale Injektion kérper- 
fremder EiweiSstoffe zu stehen scheinen. Insbesondere erschien es erforder- 
lich, das jeweilige Versuchsindividuum genau zu verschiedenen Zeiten und 
unter verschiedenen Bedingungen zu kennen. Durch Beriicksichtigung 
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dieses methodisch wichtigen Punktes wird man weiter kommen als durch 
Haufung zahlreicher Einzelversuche an verschiedenen Tieren. Aus diesem 
Grunde will ich vorerst einige der wesentlichsten Befunde des Studiums 
der Harnabsonderung im allergischen Zustande an einem der von mir langere 
Zeit untersuchten Versuchsindividuen, namlich Kaninchen Nr. 9. mit 
Hilfe von aus mehreren Versuchsieihen zusammengesetzten synthetischen 
Vergleichskurven zu illustrieren versuchen. 

Abb. 7 gibt in ihrem unteren Abschnitt fiinf Versuche iiber die Harn- 
mengen bei dem normalen, im iibrigen unbeeinfluBten Tier. Der mittlere 














Abb. 8. 


Abschnitt gibt in zwei Fallen den Verlauf der Blutchloridkonzentrations- 
kurve, der oberste Abschnitt gibt den Verlauf der Blutzuckerkonzentrations- 
kurve in vier Fallen. Ich habe gerade dieses Tier gewahlt, weil es dasjenige 
ist, welches in einer ganzen Anzahl von Fillen unbeeinfluBt bzw. nicht 
absichtlich beeinfluBt eine gréBere Diurese gab, als sie allgemein fiir normal 
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betrachtet wird. Uber die Griinde dieser gréBeren Diurese am anscheinend 
unbeeinfluBten Tier habe ich mich im ersten Abschnitt meiner Arbeit aus- 
gesprochen. Dal diese gesteigerte Diurese zum Teil mit einem vermehrten 
Elektrolytaustritt aus den Geweben in das Blut in Zusammenhang steht, 
geht aus dem mittleren Teil der Kurve hervor. Charakteristisch fiir den 
Verlauf der Diurese ist, daB dieselbe erst in den spéteren Phasen des Ver- 
suchs sich ausbildet. 

Das Bild wird anders in Abb. 8, welche die Harnmengen von vier 
Versuchen nach Injektion von Euphyllin darstellt, und zwar am gleichen 
Tier. Hier hat sich die Diurese auf den Anfangsteil verschoben, und zwar 
infolge der Euphyllininjektion, und die Maximalwerte kénnen ganz erheblich 
gréBer sein als beim unbeeinfluBten Tier. 
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Abb. 9 gibt vier Versuche wieder am gleichen Tier nach Vorbehandlung 
mit Pferdeserum und nach Injektion von Euphyllin. Das gleiche prompte 
Eintreten der Diurese in den Anfangsteilen tritt hervor wie in der vorauf- 
gehenden Kurve, aber die Maxima kénnen noch gréB8er sein, und vor allem 
das Abklingen der Diurese ist viel alimahlicher als in der voraufgehenden 
Reihe. Sodann, wahrend bei bloBer Euphyllininjektion nach dem Abklingen 
der Diurese dieselbe im allgemeinen niedrig bleibt, kommt hier eine sekundire 
Diurese im spéteren Teile zum Durchbruch, wenn dieselbe auch nicht so 
groB ist wie in der gleichen Spatperiode beim unbeeinfluBten Tier. Die 
Tatsache, welche aus diesen Vergleichskurven zum Ausdruck zu kommen 
scheint, ist die, daB beim allergischen Tier das Wasser nach Euphyllin- 
injektion leichter und in gréBerer Menge aus den Geweben des Organismus 
mobilisierbar ist und deshalb in der geschilderten Art und Weise auf dem 
Wege der Niere den Organismus verlaBt. 

Damit sind aber die Tatbestande nicht erschépft, was aus Abb. 10 und 11 
bewiesen werden soll. 

Der obere Abschnitt von Abb. 10 stellt den Prozentgehalt an NaCl 
im Harn des normalen unbeeinfluBten Kaninchens in fiinf Versuchen dar. 
Anfanglich kann der Chloridgehalt héher oder niedriger sein, aber in allen 
Fallen sinkt er auf ein niedriges gleichbleibendes Niveau herab. Der untere 
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Teil von Abb. 10 gibt vier Kurven gleicher Art, aber nach Injektion von 
Euphyllin. Deutlich kommt zum Ausdruck, daB infolge der Euphyllin- 
injektion die Chloride in gesteigerter Konzentration die Niere verlassen. 





normal 


% NaCl im Harn 








afer Euphyliin 
% Na Cl im Harn 


Abb. 10. 





Abb. 11 ist eine synthetische Kurve aus Versuchen an Kaninchen 9 nach 
Erzeugung des allergischen Zustandes und Injektion von Euphyllin. Der 
untere Abschnitt gibt den Verlauf von Konzentrationskurven der Chloride 
im) Harn. Die sehr wesentliche Erhéhung dieser Chloridkonzentration tritt 
deutlich hervor. Aus dem oberen Teile dieser Kurve, welche Blutchlorid- 
konzentrationskurven enthalt, ist der vermehrte Austritt der Chloride aus 
den Geweben und Ubertritt in das Blut ersichtlich. Demnach werden unter 
dem EinfluB des allergischen Zustandes durch Euphyllin nicht blog das 
Wasser, sondern auch die Elektrolyte viel leichter und stérker aus den Ge- 
weben mobilisiert. Hierin ist der Grund fiir die entsprechenden Verhiltnisse 
der Ausscheidung durch die Niere zu suchen. 

Anders wie die Elektrolyte verhalt es sich bemerkenswerterweise mit 
dem Blutzucker. Ich habe nicht den Eindruck gewonnen, daB im allergischen 
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Zustande unter den von mir innegehaltenen Versuchsbedingungen Zucker 
leichter aus den Geweben mobilisiert wird. Ich méchte hierfiir Abb. 12 
anfiihren, gleichfalls von Versuchen an Kaninchen 9 stammend, in welcher der 
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obere Teil Blutzuckerkonzentrationskurven am Normaltier nach Euphyllin- 
injektion, wihrend der untere Teil die gleichen Kurven nach Vorbehandlung 
mit Serum und nach Euphyllininjektion darstellen. Es ergibt sich nicht 
der geringste Anhalt=punkt dafiir, daB im letzteren Falle das Blut sich mehr 
mit Zucker anreichert. Nachdem ich die Erfahrungen an einem Versuchs- 
individuum néher besprochen habe, gehe ich jetzt dazu iiber, die wesent- 
lichsten Erscheinungen der Diurese im allergischen Zustande in zusammen- 
fassender Weise zu betrachten. Hierzu diene die Tabelle IX, in welcher 
ich die wesentlichen in Betracht kommenden Daten von vier meiner Ver- 
suchstiere so zusammengestellt habe, daB die Harnabsonderung im Normal- 
zustand, im Normalzustand und nach Euphyllininjektion, und schlieBlich 
im allergischen Zustande bei gleichzeitiger Euphyllininjektion erkennbar 
ist. Bei zwei von den Versuchstieren ist noch eine Rubrik aufgenommen, 
welche die Verhiltnisse der Harnabsonderung im allergischen Zustande, 
aber ohne Injektion von Euphyllin darstellt. . 
Um mit dem letzteren zu beginnen, so zeigt sich, daB im allergischen 
Zustande auch eine Euphyllininjektion die pro Stunde durehschnittlich 
ausgeschiedene Harnmenge gréBer ist als die im normalen, unbeeinfluBten 
Zustande. Sie kann sogar so groB sein, daB, wenigstens bei dem einen 
Versuchstier, das Hinzufiigen der Euphyllininjektion die GréBe der Wasser- 
absonderung nicht mehr beeinfluBt. Daraus geht hervor, da8 im allergischen 
Zustande an und fiir sich das Wasser leichter mobilisierbar geworden ist. 
Zu dieser Folgerung ist man iibrigens auch durch andere Erfahrungen 
gelangt, z. B. durch das Studium der Lymphbildung und das. Studium von 
Krankheitszustanden, die man als allergischer Natur auffaBt. Man findet 
hieriiber instruktives Material in der Monographie von Meyer-Bisch'). 
Das am meisten in die Augen springende Resultat ergibt sich bei Betrachtung 
der Ausscheidungsverhaltnisse des NaCl. Namentlich bei einer Art der 
Darstellung wird dieselbe besonders offenkundig. Ich habe namlich eine 
Berechnung der wahrend einer Stunde ausgeschiedenen durchschnittlichen 
prozentischen Menge des im Blute der Tiere vorhandenen NaC! aufgestellt. 
Hierbei ergibt sich, daB in jedem Falle im allergischen Zustande und nach 
Euphyllininjektion ein weit gréBerer Bruchteil des im Gesamtblut vor- 
handenen Kochsalzes auf dem Wege der Niere den Organismus verlaBt. 
Bei Kaninchen Nr. 9 ist im normalen Zustande der Wert 1,34 Proz., nach 


') Meyer-Bisch, Ergebn. d. Physiol. 25, 574, 1926. 
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Tabell: 1. 
Benutzte Tiere : Nr. 9 
Normal Euphylin Serum x 
Euphyllin 
Versuchsnummer : 4 3 4 
Durchschn. Harnmenge pro 10-Min.-Periode vor d. Diurese cem 1,1 0), 
Minimale | Harnmenge pro 10-Min.-Periode wahrend der | , 5.7 6.0 8.2 9. 
Maximale| Diurese r 9.0 17.9 17,9 4, 
Durchschnittliche Harnmenge in 1 Stunde ausgeschieden . , 30,4 38,2 39,1 8, 
~ Proz. NaCl im Blasenharn ........ 0189 0,196 036! 0, 
“ ~ ‘ » Harn vor der Diurese .. . 0,230 0,166 0,158 0, 
Minimale Proz. NaCl im Harn wahrend der Diurese. ... . 0,039 O110 O154 j 0, 
Maximale , ‘ . . = . re Cee 0,059 0,412 | 0,670 i 0, 
Durehschn. , m = “ ie “ a ele 0,056 0,217 0,403 ; 0, 
- Menge NaCl wiahrend 1 Stunde ausgeschieden . g 0.0152 0.0520 0.1200 0. 
A a » im Tierblut wahrend 1 Stunde aus- 

ay Se a ee Ae ees 1,34 6Al 10,00 . 1, 
Minimale | 0,0 0.14 0,0 0 
Maximale /} Proz. Zucker im Harn wahrend der Diurese- - -} 0,0 0,62 0,0 0, 
Durehsehn. | 0,0 0,44 0.0 0. 
Minimale | Proz. 0,027 0,021 0,f 
Maximale ‘ Verainderung im Blutchlorid - 8 0,027 - 0,045 0, 
Durchnittl. | ~ 0,027 — 0,036 0, 
Minimale { & 6,018 0,034 0,011 0. 
Maximale } Veranderung im Blutzucker ‘ 0,051 0,068 0,048 0,1 
Durchschn. a 0.037 0,052 0,031 0.1 

Euphyllin 6,41 Proz., im allergischen Zustande und nach Euphyllin aber 


10 Proz. Bei Kaninchen Nr. 10 ist der Wert im Normalzustande 1,16 Proz., 
nach Euphyllin 8,37 Proz., und im allergischen Zustande und nach Euphyllin 
9,51 Proz. 

Ein recht instruktives Beispiel fiir den groBen Einflu8 des allergischen 
Zustandes méchte ich aus denjenigen meiner Versuche bringen, wo ich 
kérperfremdes Eiwei8 intravends injiziert habe. Ich entnehme dieses Beispiel 
aus den Versuchsreihen, die an Kaninchen Nr. 10 ausgefiihrt wurden. 
Dieses Tier erhielt 18 Tage nach der ersten und 11 Tage nach der zweiten 
Injektion, intramuskular, von Pferdeserum eine intravenése Injektion von 
0,2 cem Pferdeserum. 3 Minuten nach der Injektion zeigten sich leichte 
Andeutungen von krampfahnlichen Bewegungen, aber keine respiratorischen 
Stérungen. Wahrend der ganzen iibrigen Versuchszeit blieb das Tier sehr 
ruhig. 1 Stunde nach der intravenésen Injektion wurde Euphyllin intra- 
muskulir gegeben. Die darauf folgende Diurese war prompt und stark, 
innerhalb 40 Minuten wurden 45,2cem Harn abgesondert. Innerhalb 
20 Minuten nachdem Euphyllin gegeben worden war, stieg der prozentische 
Chlorgehalt des Harns von 0,175 auf 1,159 Proz., und in der gleichen Zeit 
erhéhte sich die Harnmenge wahrend einer 10-Minuten-Periode von 0,9 
auf 18,4cem. Wéahrend der ersten 50 Minuten nach der Injektion von 
Euphyllin wurden 0,397 g Chloride als Natriumchlorid berechnet im Harn 
ausgeschieden. Dies stellt 36,8 Proz. des Gesamtnatriumchlorids im Blute 
des Tieres dar. Der Prozentgehalt der Chloride im peripheren Blute blieb 
wihrend dieser Zeit praktisch konstant, woraus man natiirlich folgern muB, : 
daB ein entsprechender Einstrom aus den Geweben in das Blut stattfindet. 
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ie 
Nr. 10 Nr. 1 Nr 6 
Nac _ Nach é Nac lac ' Nach 3 Nach N Nach 
. Normal Euphytiin Eupbyttin Normal Euphylin Ewes Eupbetiig Normal Eupayilin EveciB Eepayitin 
4 2 3 1 3 1 1 2 2 1 2 
08 1,2 1,2 1,5 0,7 0,6 0,4 1,2 0,8 
2,0 6,2 4,1 2.5 8, 75 
4.8 7.1 14.6 5,0 22.3 9.9 16.8 91 18,8 10,0 16.8 
8,1 23.6 36,8 18,7 47.4 43,3 43,2 27,5 39,0 37,4 43.5 
0178 0422 | 0494 0,200 0,070 0128 0496 0,963 0,689 | 0,306 0.179 
0.296 0.482 | 0220 0,120) 0,082 0,102 0476 6191 0,967 | 0,210 0,076 
0.059 O308 | 0310 0,042 0,055 6,085 0,753 0,074 0,238 | 0,188 0,296 
} 0.086 0.548 | 0.531 0,062 0.540 0,679 1309 0146 O358 | 0389 0,778 
} 0.071 0.386 0.405 0,051 0,349 0,258 1.070 6105 0,299 0,299 0.523 
) { 0,0096 0.0955) 0.1061 0,0084 0.1951 0,084  0,3880 0,0088 0,1470) 0,1060  6,1780 
) 1,16 8,37 9,51 1,20 (24,38 8,04 48,77 2.37 2.57 9,14 15,32 
0.0 0,040 | 0,090 0,0 0,18 0,0 0.14 0,0 0,09 0.0 0,09 
0,0 218 | 212 0,0 4,39 0,0 0,52 OO 098 | 00 1.20 
0,0 025 | 038 06 1.52 0,0 0,36 0.0 0.45 0,0 0.59 
0,022 —_ 0,020 — —_— - 0.012 0,928 0.045 
0,022 —_ 0,032 6,071 0,041 0,028 0,029 0,050 0,063 
0,022 — 0,026 0,020 0,028 0.054 
; 0,081 0154 | 0,065 — -- 0,925 0,061 
0.151 0,166 | 0.166 | 0,030 0116 | 0,053 0,090 0,997 O58 | 0,025 0,137 
0.105 0.166 | 0,098 0,066 0,099 








Weil mir daran lag, méglichst schonend bei meinen Versuchen zu ver- 
fahren, sind unter meinen zahlreichen Versuchen iiber den allergischen 
Zustand diejenigen, bei denen eine intravenése Injektion von kérperfremdem 
EiweiB gemacht wurde, die Minderzahl. Nichtsdestoweniger treten gerade 
bei diesen die in Betracht kommenden Erscheinungen sehr praégnant hervor. 
Zur Veranschaulichung seien zwei Protokolle und Kurven_ gebracht. 
Versuch 53 vom 19. Februar 1926, Tabelle X und Abb. 13, sowie Versuch 54 
vom 20. Februar 1926, Tabelle XI und Abb. 14. Ich bespreche zuniichst 
den letzteren Versuch, weil in demselben nur eine Injektion von 0,3 cem 
Typhusbazillensuspension gemacht wurde. Sofort nach der Injektion 
kommt es zu einer immerhin merklichen Steigerung der Diurese, die aber 
bald abklingt. Aber 80 Minuten nach der Injektion kommt es zu einer 
dauernd ansteigenden Diurese von einer derartigen GréBe und Andauer, 
daB sie unbedingt mit den experimentell geschaffenen Bedingungen zu- 
sammenhaingen muB. SchlieBlich sind in 180 Minuten nicht weniger als 
80,2 cem Harn abgesondert worden. Auch die Menge Chloride, die im Harn 
ausgeschieden werden, ist nicht unbetrachtlich, wenngleich nicht so groB 
wie bei den Versuchen mit Injektion von Euphyllin. Im Blute steigt der 
Chloridgehalt fast ununterbrochen an. Der Zuckergehalt des Blutes andert 
sich nicht wesentlich, der Harn war stets zuckerfrei. Man kann den Verlauf 
der Harnabsonderung als einen phasischen bezeichnen, und dieser phasische 
Ablauf der Diurese ist mir so oft gerade im allergischen Zustande begegnet, 
daB ich ihn als charakteristisch bezeichnen méchte. Phasisch ist auch der 
Ablauf in dem zweiten Versuch, Nr. 53, wo auBer der intravendésen Injektion 
von 0,3cem Suspension von Typhusbazillen 9 Minuten spater Euphyllin 
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injiziert wurde. Eine rasche und gewaltige Diurese setzt ein, die abklingt, 
aber weit iiber die Norm erhéht bleibt und mit zwei weiteren Diurese- 
steigerungen phasisch verlauft. Der Diurese geht eine merkliche Steigerung 
des Chloridgehalts im Blute vorauf, und dauernd wachst der Chloridgehalt 
des Blutes. Dementsprechend verléBt auch in gesteigerter Menge NaCl 
den Organismus durch die Niere. Der Zuckergehalt im Blute steigt dauernd 
an, und in den spateren Phasen des Versuchs kommt es zu einer merklichen 
Glykosurie. 
Tabelle X. 


Versuch 53. 19. Januar 1926. Kaninchen Nr. 6. 


2h 34... . =. . . Kaninchen auf dem Tisch. 
240... ... . . Kaninchen katheterisiert. 
2 51... . . .. . 0,3 cem Suspension von Typhusbazillen 


intravendos. 





3:30... ... . 012g Euphylin. 
YS Seed le ee DS ee! ee 
= ~, ecm Proz Proz g Proz 8 Proz. °C 
1 Blase 61.0 O108 O41 . 38.3 
Typhusb. 
—»> 2? 10 0.6 0,043  0,0063 
3 10 1,2 0,056 0.0007 0.487 
4 10 1.8 0,051 0.0009 
5 10 3.5 0,165 | 0,040 0,0014 38,3 
Euphyllin 
+> 6 10 5.0 0.088 0.0019 0,519 
7 10 8.9 0,076 0.0068 0.517 
8 10 16.8 0.150 0,137 0,0230 
9 10 20.4 0,181 | 0.0370 0,513 
10 10 5.5 0190 0,253 0,0139 0.525 38,9 
11 1 3,3 0.244 0.0081 0.521 
12 10 4.8 0208 0259 6.0124 38.9 
13 10 71 0.271 6.0192 0.09 0.0064 0.526 
14 10 4.1 0.259 0.0106 0.22 0.0090 
15 10 2.4 0,257 | 0,227 0,0055 =0,42 (00,0101 
16 10 6.3 0.207 | 0.0189 = 0,67 ‘0.0422 0.559 
17 10 5.8 0.2 12 0.0123 0.67 0,0388 
18 10 5,5 0,245 | 0,231 0.0127 ) — ae F 
0.67 0.0735 385 
19 10 54 0.249 0,0134 | 
20 10 5,2 0.413 0.0215 0,76 0,0895 
21 10 PAL) 0.524 00,0105 1.20 02040 0549 
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3h 10’. 
3 16 
3 35 


Versuch 


54. 


20. Marz 1926. 


Tabelle XJ. 


Kaninchen 


Nr. 1. 


Kaninchen auf dem Tisch. 


Kaninchen katheterisiert. 
0,3 cem Typhussuspension intravends. 


5! 





Das Tier bleibt praktisch wihrend des ganzen Versuchs ruhig. Zustand 
der BlutgeféBe, Blutung usw. wie in Versuch 58. 





Nr. der 
Harnprobe 


' 


ek et 
VK oeets Sok WIC 


mol 


_ 
cr 


16 
17 
18 
19 
2x0 





a Se 
ae § 
N22 oe 
& 
ccm 
Blase 66.0 
10 1.7 
10 1.6 
10 4,6 
10 2,2 
10 2.4 
10 1,7 
19 15 
10 1.6 
10 2.0 
10 24 
10 4.0 
10 5.8 
10 7.1 
10 82 
10 8.4 
ic 9.9 
10 8.6 
10 4.6 
10 3.6 


Zucker 
im Blut 


Proz. 


0.093 


0,122 


0,122 


0115 
0,132 


0.146 


0,492 
0,484 


0,483 
0.571(7) 
0,527 
0.513 
0.525 


0.538 


0.554 


m Harn 


NaCl 


Proz. 


0,125 
0,102 
0,168 
0121 
0,121 
0,301 
0,483 
0,582 
0,639 
0,679 
0.621 
0.430 
0.286 
0.166 
0.121 
0.108 
0.0981 
0.085 
0,121 
0,127 


im Harn 


NaCl 


0,0017 
0.0017 
0.0056 
0,0027 
0.0072 
0.0082 
0.0087 
0.0102 
0.01386 
0.0149 
0,0172 
(if 1166 
0.0118 
0.0099 
0.0091 
0.0097 
0.0073 
0.0056 
0.0046 


Keiner 


Zucker 
im Harn 


iS 


Keiner 


4* 


> Tempe- 
ratur 


a 


38.0 


a ) 
By Se 


391 


39,1 
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Was so pragnant in den beiden letzten Versuchsbeispielen erkenntlich 
war, tritt aber auch in dem auf mildere Weise erzeugten allergischen Zu- 
stande auf. Um nicht zu viel Platz in Anspruch zu nehmen, will ich nur 
ein einziges Beispiel bringen, néimlich Versuch 49 vom 15. Februar 1926, 
in welchem 5 Tage nach der ersten Injektion von Pferdeserum der Verlauf 
der Diurese nach Euphyllininjektion beobachtet wurde. 


Tabelle XII. 


Versuch 49. 15. Januar 1926. Kaninchen Nr. 9. 


SE avila a0 
2 25... . . .. + Kaninchen katheterisiert. 


Kaninchen auf dem Tisch. 





2 40. 


5 Tage nach der ersten Injektion von Pferdeserum. 


- 0,12 g Euphyllin. 


Das Tier bewegte 


sich m&Big beim Einfiihren des Katheters und nur selten nachher. 





Zeits 
probe intervall 


l Blase 
2 10 
3 10) 
4 10 
5 10 
6 10 
7 10 
8 10 
gq 10 
10 10 
11 10 
12 10) 
13 10) 


Menge 
ecm 


41,2 
24 
9,2 

17.9 

17.9 
7,0 
3.2 
3.8 
4.3 
2,4 
1,0 
24 
1,1 


NaCl 


im Blut 


Proz. 


0,481 
0,489 
0,5%6 
0,498 


0.523 


0.517 


0.485 


0,526 


0,520 


Zucker 
im Blut 
Proz. 


0,097 
0,119 


0,119 


0,125 


0,134 


1.145 


NaCl 
im Harn 


Proz. 


0,213 
0,068 
0,126 
0,094 
0,136 
0,259 
0,421 
0,469 
0.510 
0,657 
0,647 
0,637 
0.663 


NaCl 
im Harn 


0,0016 
0,0116 
0,0168 
0,0243 
0,0181 
0,0135 
0.0175 


0,0220 


0.0158 
0,0065 
0,0153 
0,0073 


| 
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| 
| 
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Abb. 15. 


Die prompte und gewaltige Diurese, die Mobilisierung und Ausscheidung 
der Chloride hat einen sehr ahnlichen Typus wie in den beiden vorauf- 
gegangenen Versuchen. 

Die zusammenfassende Tabelle XIII soll nochmals in einer etwas 
anderen Weise den Verlauf der Diurese im allergischen Zustande darstellen, 
indem je zwei Versuchsreihen an Kaninchen Nr. 1 und 6 protokolliert sind. 
Der Vergleich besteht in beiden Fallen in dem Verlauf der Diurese nach 
bloBer Injektion von kérperfremdem EiweiB (Suspension vor toten Typhus- 
bazillen) und dem Verlauf der Diurese nach der gleichen Injektion und nach- 
folgender Euphyllininjektion. Die bloBe Injektion von Vaccinen veranlabte 
ein Steigen der Blutchloride und eine vermehrte Ausscheidung von Chloriden 
im Harn. Wenn Euphyllin etwa 1 Stunde nach Injektion der Vaccine 
injiziert wurde, war der Zuwachs der Blutchloride nicht iiber denjenigen 
erhéht, der nach Injektion kérperfremden EiweiBes beobachtet wurde. 
Aber die im Harn ausgeschiedene Chlormenge war dreimal gréBer als nach 
Injektion von Eiwei6 allein. In einer friiheren Zusammenstellung wurde 
gezeigt, daB die Chloridausscheidung bei den gleichen Tieren nach bloBer 
Injektion von Euphyllin nur etwa halb so groB als diejenige nach Injektion 
kérperfremden EiweiSes und von Euphyllin war. Nach der Injektion des 
kérperfremden EiweiBes iibertraf die GréBe der in diesen Fallen beob- 
achteten Diurese nicht diejenige im normalen Zustande. Aber der Prozent- 
gehalt an Chloriden im Harn hielt sich auf einem héheren Niveau als bei 
der normalen Diurese. In den hier berichteten Versuchen fiel mit der 
maximalen Diurese, die auf die Injektion von kérperfremdem Eiwei®8 und 
Euphyllin folgte, auch die maximale Ausscheidung der Chloride zusammen. 
Diese Beobachtung wie auch zahlreiche meiner anderen Versuche weisen 
darauf hin, da8 im allergischen Zustande nach Injektion kérperfremden 
EiweiBes eine gesteigerte Permeabilitat der Gewebe fiir Chloride und ver- 
mutlich fiir die Elektrolyte iiberhaupt stattfindet, und da®8 nach intra- 
muskulirer Injektion von Euphyllin besonders die Permeabilitét der Niere 
fiir Chloride gesteigert wird. Hier ist zum ersten Male die Rede von einer 
gesteigerten Permeabilitat der Niere. In den friiheren Arbeiten fiihrten die 
tatsiichlichen Beobachtungen nur zu dem SchluB, daB Euphyllin einen 
EinfluB auf die Permeabilitaét der Gewebe im allgemeinen habe, und speziell 
Nakao glaubte beim Kaninchen als wesentlichsten Sitz der Permeabilitats- 
verminderung die Unterleibseingeweide erkennen zu kénnen. Nun gehdért 
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aber die Niere selbst zu den Kérpergeweben, weshalb in den Arbeiten des 
Berner physiologischen Instituts Nachdruck darauf gelegt wurde, die 
Variabilitat der Permeabilitat der Nierenzellen selbst nicht auBer acht zu 
lassen. Aber erst in den vorliegenden Versuchen scheinen sich Anhaltspunkte 
dafiir zu finden, da®8 tatsachlich unter dem kombinierten EinfluB des 
allergischen Zustandes und der Euphyllininjektion die Permeabilitaét der 
Niere fiir Elektrolyte gesteigert sei. Trotzdem die von mir in zahlreichen 
Versuchen beobachteten Tatsachen am meisten zugunsten dieser Auf- 
fassung sprechen, erscheinen mir doch weitere, speziell auf die Permeabilitats- 
verhaltnisse der Niere gerichtete Versuche wiinschenswert. 

Bestimmtere Anhaltspunkte iiber die Permeabilitat der Niere ergeben 
sich, wenn man die Ausscheidung des Zuckers im Harn ohne und nach 
Euphyllininjektionen etwas genauer studiert. Zur Veranschaulichung des 
Sachverhalts bringe ich Tabelle XIV. 

Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich, daB unter dem EinfluB von 
Euphyllin schon Zucker im Harn ausgeschieden wird, wenn der Blutzucker- 
gehalt zwischen 0,20 und 0,22 liegt, wihrend Tiere ohne Euphyllininjektion 
selbst Blutzuckerkonzentrationen von 0,27 Proz. haben kénnen, ohne Zucker 
im Harn auszuscheiden. In anderen Versuchen, welche zum Teil in meiner 
ersten zusammenfassenden Tabelle sich vorfinden, zeigt sich, daB nach 
Euphyllininjektionen Zucker im Harn schon bei so niedrigen Blutzucker- 
konzentrationen wie 0,17 Proz. auftreten kann. Auf Grund meiner Beob- 
achtungen glaube ich sagen zu kénnen, dab nach Euphyllininjektion 
durchschnittlich bei einer Blutzuckerkonzentration zwischen 0,17 bis 
0,21 Proz. Zucker im Harn auftritt. 


Tabe lle XI - 








Kaninchen Nr. 10 Kaninchen Nr. 6 
. 
o Ohne Euphyllin Nach Euphyllin Ohne Euphyllin Nach Euphyllin 
3 : * . £ 2 a “se a er E ~ af 
2:3 2 $3 32 2 32 32 €2 33 42 §2 33 43 
fi es re 3 B re 83 3 =z 83s 3 rez 83s 3. 
a N 2 =-E& x N E =€& i N E -c N N E = » SN E 
ye s com Proz. Proz. ccm Proz. Proz. com Proz. Proz. ccm Proz. Proz 
1 Blase 29,0 0,145 76.0 O10 62,0 0.127 23,0 0,122 
2 10 0.7 —>().7 O05 O177 O03 O157 
3 10 1.0 0.145 2.0 0.160 0.7 2.6 
4 10 O41 3.5 0.190 0.7 8.0) 
5 10) 2,1:0228: , 2.8 0,222 0,7 0,224 , 3,0 0.211 
6 10 06 0286 <= 3.0 0.04 1.1 2 1.2 0.09 
7 10 07 0251 = 3.2 0.240 O12 18 z 1,0 0,14 
8 10 O14 0266 = 3.4 O18 5.0 0206 = 0.9 0262 0.97 
9 4.2 0.260 O27 8&4 1,4 : 
10 3,7 0.23 91 1,3 0,280 
11 5.9 0,276 042 87 0173 9 
12 59 0,47 | 9.0 
12 6.2 0.67 |) 3.7 O155 


Die in dieser Tabelle befindlichen Zahlen gewinnen eine gréBere Be- 
deutung, wenn ich sie mit den in meinen zahlreichen Versuchen an ver- 
schiedenen Tieren beobachteten Verdinderungen im Blutzuckergehalt in 
Beziehung setze. Aufgebundene Kaninchen kénnen bekanntlich eine Er- 
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héhung des Blutzuckers infolge des Aufbindens zeigen, und die GréBe der 
Steigerung der Zuckerkonzentration haingt teilweise von dem geleisteten 
Widerstand ab. Ich habe namentlich bei noch nicht gewéhnten Tieren 
Erhéhungen der Blutzuckerkonzentration um 0,09 Proz. beobachtet. 
Sobald die Tiere an die Bedingungen meiner Versuche gewéhnt waren, 
war die Erhéhung des Blutzuckers meist gering. Glykosurie war hingegen 
selbst dann, wenn ich kiinstlich fiir eine dauernde Unruhe des Tieres sorgte, 
entweder gar nicht vorhanden oder nur gering. Sobald aber Euphyllin 
injiziert wurde, trat, falls eine Vermehrung des Blutzuckers selbst geringeren 
Grades stattgefunden hatte, Zucker in den Harn iiber. Es scheint mir aus 
diesen oft von mir gemachten Beobachtungen zu folgen, da8 Euphyllin 
die Permeabilitat der Nierenzellen fiir Zucker vermehrt. Die voraufgegangenen 
Arbeiten hatten zu den SchluB gefiihrt, daB der wesentlichste Angriffspunkt 
des Euphyllins in den Geweben gelegen sei und da®B die Annahme, daB 
Euphyllin ein spezifisches Reizmittel fiir die Nierenzelle im Sinne einer 
sekretorischen Theorie sei, iiberfliissig ist. Diese Erkenntnis griindete sich 
auf die Betrachtung der Ausscheidungsverhiltnisse von Wasser und 
Elektrolyten. Anders steht es jedoch, wie ich gezeigt habe, wenn man die 
Verhaltnisse des Zuckers in Riicksicht zieht. Ich méchte nicht so weit 
gehen, zu behaupten, daB Euphyllin einen Reiz auf die Nierenzelle ausiibt, 
welcher sie zu einer vermehrten Ausscheidung von Zucker veranlaBt. Ich 
méchte mich darauf beschrinken, von gesteigerter Permeabilitat der 
Nierenzelle fiir Zucker zu reden und will auch die Diskussion hinsichtlich 
Ausscheidung oder Riickresorption wegen hierfiir mangelnder experimenteller 
Grundlagen auBer Betracht lassen. 

Der allergische Zustand hatte in keiner Phase einen erkennbaren 
Einflu8 auf die Ausscheidung des Zuckers; nur Euphyllin hat einen solchen. 
Wir haben gesehen, daB hinsichtlich des Wassers und der Elektrolyte es 
sich ganz anders verhilt. 

ZusammengefaBt, ist der wesentliche Inhalt meiner Arbeit der 
nachfolgende : 

1. Voraufgegangene Arbeiten hatten gezeigt, daB der wesentlich 
bestimmende Faktor fiir die GréBe der Diurese, insbesondere der- 
jenigen nach einem spezifischen Diureticum, der Stoffaustausch zwischen 
Blut und Geweben ist, solange die Versuche unter méglichst physiologi- 
schen Bedingungen angestellt wurden. Diese Vorstellung wurde durch 
eine gréBere Reihe von Versuchen erneut bestatigt. 

2. Aus einer gréBeren Reihe von bloBen Kontrollversuchen ergab 
sich, daB eine Reihe von physiologischen Variablen ohne jeden Eingriff 
zu einer merklichen Diurese fiihren kénnen. 

3. Der Vergleich dieser Diurese mit der durch Euphyllin hervor- 
gerufenen zeigte erhebliche quantitative und qualitative Unterschiede. 

4. Um den EinfluB des wechselnden Verhaltens der Gewebe auf 
die Diurese zu untersuchen, wurden Kaninchen in den allergischen 
Zustand versetzt, und zwar durch parenterale Injektion kérperfremder 
EiweiBe. Die Untersuchungen fanden kiirzere oder langere Zeiten nach 
einmaliger und mehrfach wiederholter perenteraler Injektion statt. 
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5. Die bloBe allergische Umstimmung des Organismus fiihrt zu 
einer Mobilisierung von Wasser und Elektrolyten aus den Geweben 

6. Wenn dem allergischen Zustand noch Euphyllininjektion 
hinzugefiigt wird, ist infolge der noch gréBeren. Mobilisierung von 
Wasser und Elektrolyten die Ausscheidung von Wasser und Elektro 
lyten im Harn entsprechend wesentlich gesteigert. 

7. Die Diurese im allergischen Zustande ist durch einen anhaltenden 
phasischen Verlauf charakterisiert. 

8. Die Injektion von Euphyllin steigert die Permeabilitat der 
Nierenzelle fiir Zucker, indem schon bei geringeren Blutzuckerkonzen- 
trationen als sonst Zucker im Harn austritt. Hingegen scheint der 
allergische Zustand keinen merklichen EinfluB auf die Zuckerausschei- 
dung zu haben. 

9. Die mitgeteilten Tatsachen stehen im Einklang mit der Auf- 
fassung, daB unter physiologischen Bedingungen die Harnabsonderung 
durch den Stoffaustausch zwischen Blut und Geweben und die Emp- 
findlichkeit der Nierenzellen fiir die gesetzten Veriinderungen ge- 
regelt wird. 





Bildung von Vitamin B durch Bac. vulgatus (Fliigge) Migula 
aus vitaminfreien Nihrlésungen. 


Von 
Arthur Scheunert und Martin Schieblich. 


(Aus dem Veterinir-physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 10. Februar 1927.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vor einiger Zeit berichteten wir tiber Versuche an Tauben, die 
zeigten, daB der im Darmkanal der Pflanzenfresser und auf frischen 
und getrockneten pflanzlichen Futtermitteln weit verbreitete, sporu- 
lierende Erdbazillus, Bac. vulgatus (Fliigge) Migula, aus vitaminfreien 
Nahrlésungen Vitamin B zu bilden vermag'). Wir hatten in einem 
ersten Versuch den Bazillus auf einer Nahrlésung geziichtet, die ein 
Dekokt von gebrannter Gerste neben Liebigs Fleischextrakt, Protopton 
(ein Hornhydrolysat), Kochsalz und H,O enthielt. Dieser Nahrboden 
war tiberdies 1! Stunden bei 2 Atmosphiren autoklaviert worden. 
Wir machten uns selbst den Einwand, daB der Malzextrakt Spuren von 
Vitamin hatte enthalten kénnen, und verwandten infolgedessen zu 
einem zweiten Versuch als Nahrboden die gewéhnliche Nahrbouillon 
(Liebigs Fleischextrakt, Protopton, NaCl und Aqua dest.), der 
11, Stunden bei 2 Atmosphiren autoklavisiert wurde. Auch mit auf 
solcher Lésung gewachsenen Vulgatuskulturen gelang es, eine Taube, 
die bei alleiniger Reisnahrung am 34. Tage die typischen Krampfe 
gezeigt hatte, zu heilen und weitere 30 Tage gesund zu erhalten. 

Gegen die Beweiskraft dieser Versuche hat R. Bieling*) geltend 


gemacht, daB es nicht ohne weiteres von der Hand zu weisen sei, dab 
unsere Nahrbéden dennoch Spuren von Vitamin B enthalten hatten. 


') Scheunert und Schieblich, diese Zeitschr. 139, 57 bis 65, 1923. 
*) R. Bieling, Zeitschr. f. Hyg. 104, 347 bis 357, . 1925. 
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Bieling spricht allerdings von malzhaltigen Nahrbéden, mit denen wir 
vearbeitet hatten, was nur fiir den ersten unserer beiden Versuche zu- 
treffend ist. Sein Einwand wiirde also eigentlich wohl nur diesen ersten 
Versuch treffen, gegen den wir den gleichen Einwand selbst erhoben haben. 
Bieling scheint aber den Einwand auch auf unseren zweiten Versuch zu 
beziehen. Es miiBte dann angenommen werden, daB der verwandte Liebigs 
Fleischextrakt etwas Vitamin B enthalten hatte. Demgegeniiber ist darauf 
hinzuweisen, daB Chick und Hume') bei ihren Versuchen an Tauben kein 
Vitamin B im Fleischextrakt nachweisen konnten. Uberhaupt ist der 
Vitamin-B-Gehalt des Fleisches héchst zweifelhajt [l. ¢.')). Wir selbst haben 
mit dem Rattenversuch im Pferdefleisch kein Vitamin B finden kénnen®*). 
Wir betonen also, daB wir fiir den zweiten Versuch den Einwand Bielings 
nicht anzuerkennen vermégen. Da nun aber irgend einmal Spuren von Vita- 
min B im Rindfleisch gefunden worden sind, auBerdem Vitamin B in gewissen 
driisigen Organen, die aber zur Fleischextraktherstellung nicht Verwendung 
finden sollen, zugegen ist, so kann man wenigstens theoretisch den Einwand 
machen, daB doch in unserem Fleischextrakt Vitamin B in Spuren ent- 
halten gewesen sei. Es ist sicher gut, die Anforderungen an die Versuchs- 
methodik grundsétzlich so scharf als méglich zu stellen, und ganz besonders 
ist dies im vorliegenden Falle wichtig, in dem eine so entscheidende Frage 
wie die Neubildung von Vitamin durch Bakterien geklart werden soll. 
Man muB8 dann aber verlangen, daB die Bestandteile des N&hrbodens ent- 
weder synthetischer Art oder doch so stark gereinigte Naturprodukte sind, 
daB ihre Vitaminfreiheit unbedingt garantiert werden kann. Wenn wir 
diesen MaBstab an die Versuche von Bieling legen, kann aber auch ihm die 
sichere Vitaminfreiheit seines Nahrbodens nicht zugebilligt werden. Er 
verwandte Ammoniumlactat, zwar chemisch rein, aber ohne nihere Angabe 
iiber die Art der Reinigung. Dem Chemiker ist bekannt, daB solche kaéufliche 
Produkte keineswegs immer befriedigen. Da nun die Milchsaiure ein Natur- 
produkt ist, das aus Milchzucker gewonnen wird, kann die Vitaminfreiheit 
eines milchsauren Salzes nicht ohne weiteres vorausgesetzt werden, um so 
weniger, als die Irrungen und Wirrungen, die die Lactose in der ,,kiinstlichen, 
proteinfreien Milch* bei der Entwicklung der Vitaminforschung verursacht 
hat, noch in frischer Erinnerung sind. 

Bielings Versuche, in Kulturen von Bact. coli, Bact. pyocyaneum 
und Pferdemistbakterien, die auf seiner vitamin-B-freien Nahrlésung 
gewachsen waren, Vitamin B nachzuweisen, sind nun aber durchaus negativ 
verlaufen. Seinen Befunden gegeniiber steht das Ergebnis einer Arbeit 
von Kuroya und Hosoya*), die mit Bact. coli, das auf synthetischen Nahr- 
béden gewachsen war, gearbeitet haben und einwandfrei sowohl an Ratten 
als auch an Tauben Vitamin-B-Bildung nachweisen konnten. Man wird 
auch gegen ihren Nahrboden theoretisch den Einwand erheben kénnen, 
daB er Naturprodukte enthilt, denen Vitaminspuren angehaftet haben 
kénnten, trotzdem sie alle analysenreine Produkte von E£. Merck, Darmstadt, 
waren. Der Nahrboden enthielt naimlich unter anderem Ammoniumlactat, 
Asparagin, Glucose und Citronensdéure, die allesamt aus Naturprodukten 


1) Chick und Hume, Zit. nach Med. Res. Counce. (Report on Vitamins), 
S. 40. London 1924. 

2) Scheunert und Hermersdorjfer, diese Zeitschr. 156, 58 bis 62, 1925. 

3) M. Kuroya und NS. Hosoya, Scientific reports from the government 
institute for infectious diseases 2, 287 bis 304. Tokyo 1923. 
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gewonnen werden. Um nicht mifiverstanden zu werden, wiederholen wir, 
daB es sich hier lediglich um theoretische Einwéinde handelt, deren Be- 
rechtigung weder einwandfrei bewiesen, noch widerlegt werden kann, 
Solange wir nicht feine chemische Methoden haben, die einen Nachweis 
von Vitaminspuren gestatten. Wenn wir nun die Frage aufwerfen, wie 
sich der Widerspruch zwischen den Ergebnissen von Kuroya und Hosoya 
einerseits und Bieling andererseits erklaren lieBe, so ist dazu folgendes zu 
bemerken. Bieling arbeitete mit Kulturen, die ein Alter von 4 Wochen 
besaBen, also sehr alt waren. Wir wissen nicht, was in dieser Zeit alles an 
Vorgaingen abgelaufen sein mag. Weiter aber diirfte Bielings Nahrlésung 
ihrer ganzen Zusammensetzung nach (NaCl, chemisch rein, 5 g, NagH PO, 
1,65 g, NaH,PO, 0,35 g¢. Ammoniumlactat, chemisch rein, 6g auf 1000 
Aqua dest.) eine nahe dem alkalischen Bereich liegende Reaktion besessen 
haben. Das ist auch tatsachlich der Fall. Wir haben die Lésung hergestellt 
und fanden vor dem Sterilisieren py = 6,7, nach dem Sterilisieren py = 6,8. 
Mit Bact. coli beimpft, war das py nach 4 Tagen mit 7,2 ins alkalische 
Bereich eingetreten. Die Reaktion des Nahrbodens von Kuroya und Hosoya 
hingegen diirfte eine im sauren Bereich gelegene Reaktion besessen haben. 
Wir stellten dementsprechend in einer solchen Lésung pq = 4,4 vor und 
4,6 nach dem Sterilisieren fest. Es haben vielleicht gerade die Reaktions- 
verhiltnisse der beiderseits verwandten Nahrbéden eine Rolle gespielt. 
Wir haben namlich an anderer Stelle gezeigt, daB fiir den Bac. vulgatus 
die H-Ionenkonzentration der Nahrlésung von groBer Wichtigkeit fiir die 
Bildung von Vitamin B ist’). 

Im iibrigen haben in der Zwischenzeit zur Frage der Vitaminbildung 
durch Mikroorganismen noch einige andere Autoren Versuche beigebracht. 
So konnte Damon?) im Rattenversuch die Bildung von Vitamin B durch 
siurefeste Bakterien, und zwar Bac. thimothy, Bac. smegmatis und Bac. 
moelleri nachweisen. Hoet, Leclef und Delrue*) fanden Bildung von Vitamin B 
durch Monilia candida, wihrend sie mit Torula rosea und Mycoderma 
cerevisiae negative Ergebnisse erhielten. Wir erwahnen diese Angaben 
nur der Vollstindigkeit halber, um zu zeigen, daB im Gegensatz zu Bieling 
verschiedene Autoren zu positiven Resultaten kamen. Es bleibt dabei 
stets auch wohl zu beachten, da®B die einzelnen morphologisch und be- 
ziiglich ihrer Vegetationsverhiltnisse ganz verschiedenen Arten keine 
iibereinstimmenden synthetischen Fahigkeiten zu _ besitzen brauchen, 
ebensowenig, wie sie in ihren sonstigen Stoffwechselvorgaingen ein gleich- 
maéBiges Verhalten zeigen. 


Auf Grund des im vorstehenden Dargelegten kam es uns darauf 
an, die Bildung von Vitamin B durch Bac. vulgatus ecinwandfrei sicher- 
zustellen. Es muBte alsc eine Nihrlésing gefunden werden, die nur 
solche Substanzen enthielt, von denen einwandfrei Vitamin-B-Freiheit 
nachgewiesen werden konnte. Weiter legten wir besonderen Wert 
darauf, die N-Quelle méglichst einfach zu gestalten. Durch diese 


1) Scheunert und Schieblich, Liebigs Ann. 458, 249-258, 1927. 

2) S. R. Damon, Journ. of pathol. and bacteriol. 27, 163 bis 169, 1924. 

3) Hoet, Leclef und Delrue, Arch. internat. de physiol. 2%, 284 bis 
298, 1924. 
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Wiinsche wurde die Anzahl der fiir die Nahrlésung in Frage kommenden 
Bestandteile sehr beschriankt, und es wurde dadurch wider Erwarten 
recht schwierig, eine allen Anforderungen entsprechende Nahrlésung 
zu finden, die ein rasches Wachstum mit guter Ausbeute gestattete. 
Unter den 61 Nahrlésungen, die wir im Laufe der Zeit zusammengestellt 
und gepriift haben, gewahrte zunichst eine, die sich in verschiedener 
Richtung der bekannten MaaBenlésung anpaBte, befriedigendes Wachs- 
tum. Auch auf ihr konnte eine Vulgatusmasse geziichtet werden, die 
Vitamin B enthielt, wie wir an anderer Stelle berichteten (I. c.). 
Hierbei machten wir die schon erwihnte Beobachtung, da fiir das 
Wachstum eines vitamin-B-reichen Bac. vulgatus die H-lonenkonzen- 
tration von recht groBer Bedeutung ist, und zwar war es nétig, das 
pu vor der Beimpfung unter 7,6 zu halten. Neuerdings gelang es nun, 
eine Nahrlésung zu finden, die allen Anforderungen entsprach. Diese 
bestand aus 7g Apfelsiiure, 10g kristallisierttem NaNH,HPO,, 04g 
Mg80,, 0,01 g CaCl,, 2g K,HPO,, 20 g Glucose und 1000 g Aqua dest. 
Zur Herstellung der Lésung wurde die Apfelsiure mit Atzkali fast 
neutralisiert, dann die anderen Bestandteile zugegeben, und das py mit 
der Indikatorenmethode von L. Michaelis bestimmt und dann soviel 
verdiinnte KOH zugegeben, bis der Neutralitatspunkt, py = 7,1, 
erreicht war. Diese Lésung wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen 
je 10 Minuten im strémenden Dampf sterilisiert und zur Beimpfung 
verwandt. Uber die Bestandteile ist noch folgendes zu bemerken: 

Die Mineralsalze waren selbstverstandlich vitaminfrei. 

Die Apfelsiure war synthetische Apfelsiure der Firma £. Merck 
und fiir uns besonders hergestellt worden. Sie war also sicher vitaminfrei. 

Die Glucose stellten wir uns selbst her, und zwar wurde als Aus- 
gangsmaterial die Maispuderstirke der Deutschen Maizenawerke ver- 
wandt, die uns von den Deutschen Maizenawerken fiir unsere Vitamin- 
untersuchungen in dankenswerter Weise unentgeltlich zur Verfiigung 
gestellt wurde. 

Diese Starke ist ihrer Herkunft und Herstellung nach schon an sich 
vitamin-B-frei. Das Maisendospeym ist, wie Croll und Mendel') zeigten, 
praktisch vitamin-B-frei. Zur Gewinnung dieser Starke werden nach 
dem Verfahren der Deutschen Maizenawerke die gequollenen Maiskérner 
von Keimen und Hiilsen befreit. Durch Sieben wird die Endospermstirke 
weitgehend abgetrennt und dann, mit gewaltigen Wassermengen vermischt, 
liber groBe Tische geleitet, auf die sich die spezifisch schwerere Starke 
niedersenkt, wahrend die léslichen und leichteren Bestandteile abflieBen. 
Die abgesetzte Starke wird erneut mit groBen Wassermengen vermischt, 
also nochmals griindlich ausgewaschen und auf Filterpressen zur Trocknung, 
die dann bei hoher Temperatur erfolgt, vorbereitet. Diese Starke ist also 


1) Croll und Mendel, Amer. Journ. of Physiol. 74, 674 bis 694, 1925. 
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von allen léslichen Teilen, und dazu gehért das Vitamin B, sowie von allen 
Teilen, die nicht Endosperm sind, befreit. 

Da wir diese Starke als regelmdfigen Bestandteil der vitamin. 
B-freien Kost bei unseren Vitaminversuchen verwenden, sind wir in 
der Lage, durch Hunderte von Versuchen ihre Vitamin-B-Freiheit zu 
beweisen. Diese Starke wurde nochmals mehrfach mit kaltem Wasser 
und kochendem %6proz. Alkohol extrahiert und dann zur Glucose- 
darstellung verwandt, die vom Assistenten, Chemiker Dr. Reschke, be- 
sonders sorgfaltig ausgefiihrt wurde. 

Hierzu wurde die Starke im Autoklaven mit der neunfachen Menge 
lproz. Schwefelsiure 8 bis 10 Stunden bei einer Atmosphare hydrolysiert, 
hierauf mit Bariumcarbonat neutralisiert, vom Niederschlag abgesaugt, 
mit Tierkohle entfarbt, eingedickt und schlieBlich im Vakuum so weit 
konzentriert, daB das Material nach Erkalten kaum knetbar war. Dieses 
wurde im geschlossenen Gefi8 mit kochendem Methylalkohol gemischt 
und bis zum Auskristallisieren stehengelassen. Die kérnige Masse wurde 
abgesaugt, mit Methylalkohol gewaschen und im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet. Aus | kg Starke wurden 600 bis 700 g Glucose gewonnen. 

Auf den mit dieser sicher vitamin-B-freien Glucose hergestellten 
Nahrlésungen, die zu je 500 cem in Fernbachkolben beimpft wurden, 
wuchs der Bac. vulgatus innerhalb 6 bis 7 Tagen zu dichten, leicht 
rosa gefirbten, kaum schleimigen Decken aus. Diese wurden sorgfaltig 
gesammelt und bei 37° (Brutschranktemperatur) getrocknet. Man 
erhielt dabei eine leimartige, spréde Masse, die direkt oder vorher 
etwas eingeweicht als Vitaminzulage verabreicht werden konnte. An 
der Bakterienmasse haben sicher noch Spuren der Nahrlésung gehaftet, 
da ein Auswaschen zur Vermeidung von Verlusten nicht in Frage kam. 
Das py der Nahrlésung lag nach Abnahme der Vulgatusdecke zwischen 
6.0 und 6,2, war also ins saure Bereich verschoben. Ein EinfluB der 
wihrend des Trocknens anhaftenden Nahrlésungsspuren auf den 
Vitamingehalt der Vulgatusmasse ist nicht anzunehmen. Die fiir die 
Fiitterungsversuche benétigten Vulgatusmengen wurden fortlaufend 
geziichtet. Wir gewannen auch hier wieder den Eindruck, daB die 
ganz frischen, getrockneten Kulturen besser wirkten als langere Zeit 
aufbewahrte. Insgesamt wurden 134 Liter Nahrlésung beimpft, die 
eine Ausbeute von rund 240g Vulgatustrockenmasse ergaben, so da 
auf 1 Liter Nahrlésung durchschnittlich 1,8 g Vulgatustrockenmasse 
erzielt wurde. 

Die Priifung der Vulgatusmasse auf ihren Gehalt an Vitamin B 
erfolgte im Rattenversuch, der im einzelnen in der von uns mehrfach 
beschriebenen Weise ausgefiihrt wurde. Die Ratten befanden sich 
einzeln in Glaskafigen auf Sagespinen und wurden im Alter von 3 bis 
4 Wochen und im Gewicht von 40 bis 60 g zu den Versuchen verwendet. 
Sie erhielten unsere vitamin-B-freie Grundnahrung, die aus 20 Proz. 
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Casein, 15 Proz. gehirtetem Pflanzenfett, 6,14 Proz. Salazgemisch nach 
Osborne und Mendel und 58,86 Proz. der erwahnten vitamin-B-freien 
Maisstarke bestand. Als Vitamin-A-Quelle wurden den Ratten taglich 
05g Butterfett zugegeben. Die Vitamin-B-Freiheit des Caseins war 
durch die bei uns iibliche bewahrte Extraktionsmethode (Auskochen 
mit Wasser, Alkohol und Ather) gesichert. Die Ratten wurden zweimal 
in der Woche gewogen, und alle 7 Tage wurde der Futterverzehr fest 
gestellt und durchschnittlich berechnet. Insgesamt wurden 13 Ratten 
zu den Versuchen verwendet. 











— Gewicht. 


-—— Tigl. durchschn. Nahrungsaufnahme. 


t o1 g Vulgatustrockenmasse. 
| 04g Vulgatustrockenmasse. 
i Vulgatusgabe fallt weg. 

t 05g Trockenhefe 


In einem ersten Versuche an zwei Tieren, Nr. 1018 und 1024, 
wurden nach Auftreten der Zeichen des Vitamin-B-Mangels (Wachstums 
stockung, struppiges Aussehen, Abmagerung) zunichst 0,1 g Vulgatus 
trockenmasse zugelegt. Diese geniigte, wie die Kurven zeigen (Abb. 1), 
nicht, um das Wachstum in Gang zu bringen. Deshalb wurde am 
50. Tage bei beiden Tieren die Vulgatusgabe auf 0.4 g_ erhdht 
Diese Zugabe brachte das Wachstum in Gang. Nach weiteren 42 Tagen 
wurde die Vulgatuszulage entzogen, worauf sofort Gewichtsriickgang 
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einsetzte. Um zu zeigen, daB nur der Vitamin-B-Mangel die Ursache 
dieses Riickgangs war, wurden am 105. Versuchstage 0,5 g¢ Trocken- 
hefe zugegeben, was sofortigen schnellen Gewichtsanstieg zur Folge 
hatte. 

Nach diesen beiden als Vorversuch anzusehenden Versuchen ent- 
hielt der Bac. vulgatus in der Tat Vitamin B. Wir haben nun durch 
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Abb. 2. 


—— Gewicht. 
—--— Tigliche durchschnittliche Nahrungsaufnahme. 
t 02g Vulgatustrockenmasse. 


i Vulgatusgabe fallt weg. 
t 0,5 Trockenhete. 


drei weitere Versuchsreihen dieses Ergebnis erhartet. In diesen erhielten 
die Versuchsratten in der ersten Reihe, Ratten 1374 bis 1377, 0,2¢ 
Vulgatuszulage; in der zweiten Versuchsreihe, Ratten 1378 bis 1381, 
0.3 g Vulgatuszulage; in der dritten Reihe, Ratten 1382 bis 1384, 0,4 g 
Vulgatuszulage. Die Versuche wurden genau so angelegt, wie oben 
geschildert. Der Vitamin-B-Mangel war durchweg am 20. Versuchstage 
unter dem Zeichen der Wachstumsstockung eingetreten. Bei simtlichen 
Tieren erfolgte von diesem Tage an die Vulgatuszulage. Diese wurde 
62 Tage gereicht, dann entzogen, um zu zeigen, daB Gewichtsriickgang. 
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also Vitamin-B-Mangel einsetzte. Am 100. Tage erfolgte dann Vitamin- 
B-Zufuhr durch Hefezugabe. Die Ergebnisse der Versuche sind wieder 
kurvenmaBig dargestellt (Abb. 2, 3 und 4). Sie sind vollstandig ein- 
deutig. Mit der Vulgatuszulage setzte sofort das Wachstum ein, und 
die Nahrungsaufnahme wurde verbessert. Wie die Wachstumskurven 








—— Gewicht. 


——-— Tagliche durchschnittliche Nahrungsuufnahme. 
t o3 g Vulgatustrockenmasse. 
i Vulgatusgabe fallt weg. 
t 0,5 Trockenhete. 


deutlich zeigen, war die Zulage von 0,4 g Vulgatustrockenmasse wirk- 
samer als die Zulage von 0,2 g. Zum Teil traten im Verlauf der Vulgatus- 
periode Gewichtsstillstinde oder voriibergehende Gewichtsriickginge 
ein. Bei geringen Vitaminzugaben sieht man solche Schwankungen 
éfter. Es ist méglich, daB sie auf eine etwas geringere Wirkung 
der betreffenden Vulgatusgabe zuriickzufiihren sind, wahrscheinlicher 
aber ist, da sie bei allen drei Zulagen ungefahr zu gleicher Zeit ein 
traten, daB auBere Umstiinde, Witterungseinfliisse und dergleichen, auf 
die die Ratten sehr leicht reagieren, verantwortlich zu machen sind. 
Biochemische Zeitschrift Band 154. 5 
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Diese Schwankungen fndern aber nichts an der Tatsache, daB bet allen 
Vulgatusgaben und bei allen Tieren das Wachstum iiber die ganze Dauer 
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Abb. 4. 


—— Gewicht. 

-——{Tyi durchsckn. Nabrungsaufnahme 
0,4 g Vulgatustrockenmasse. 
Vulgatusgabe fallt wey 

058 Trockenhefe 
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der Zulage, also 62 Tage, unterhalten 
worden ist, und weiter, dab mit 
Wegfall der Zulage durchweg ein 
starker fortschreitender Gewichtsriick- 
gang einsetzte, der sicher auf 
Vitamin-B-Mangel beruhte, da nach 
Hefezugabe sofort wieder rasche Ge- 
wichiszunahme einsetzte. Alle Ver- 
suche haben somit tibereinstimmend 
zu dem Ergebnis gefiihrt, daB die 
Bac. vulgatus-Massen den Ratten 
als Vitamin-B- Quelle gedient haben. 


Zusammenfassung. 


Auf einer Nahrlésung, die auBer 
Mineralsalzen und synthetisch her- 
gestellter Apfelsiure aus im Tier- 
versuch als vitamin-B-frei befun- 
dener Maisstarke hergestellte Glu- 
cose enthielt, wurde Bac. vulgatus 
(Fliigge) Migula  geziichtet. im 
Rattenversuch wurde nachgewiesen. 
daB die getrockneten Bac. vulgatus- 
Massen in Mengen von 0,2 bis 0.4 g¢ 
pro Tag geniigten, wachsenden 
Ratten hinreichend Vitamin B zu- 
zufiihren, um Wachstum wahrend 
der 62tagigen Dauer dieser Ver- 
suchsperiode zu unterhalten. Somat 
vermag Bac. vulgatus Vitamin B 
aus sicher vitamin-B-freien Ndhr- 
lisungen zu bilden. 
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Zur Frage der allgemeinen Verwendbarkeit 
der Kohlenstoffbestimmung in organischen Substanzen 
durch Oxydation auf nassem Wege. 


Ve ym 
B. Lustig. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfsstiftung, Wien.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1927.) 


Die Bestimmung des Kohlenstoffs in organischen Substanzen 
durch Oxydation auf nassem Wege ist seit Messinger') vielfach versucht 
worden, doch ist keine der bis jetzt gefundenen Methoden von allgemeiner 
Anwendbarkeit. Die Fehler sind die Kompliziertheit der Apparatur, 
die lange Dauer der Verbrennung und da®B manche Methoden nur fiir 
bestimmte Gruppen von organischen Substanzen ausgearbeitet wurden 


So dauert z.B. nach Mancini*) die Verbrennung von phosphor- 
wolframsaurehaltigen, physiologischen Fliissigkeiten mindestens 7 Stunden. 
Die Apparatur besteht bei Messinger'), Kiister-Stahlberg*), Kjeldahi*) 
und anderen®) aus dem Verbrennungskolben, in dem die Substanz mit 
konzentrierter Schwefelsiure und Chromsiure verbrannt wird, daran 
angeschlossen ein mit Kupfer- oder Quecksilberoxyd gefiilltes, auf 300 bis 
500° C erhitztes Verbrennungsrohr, um entweichendes Kohlenoxyd und 
etwaige Kohlenwasserstoffe zu Kohlensiure zu verbrennen; das Ver- 
brennungsrohr ist andererseits mit Absorptionsapparaten verbunden, deren 
es z. B. bei Mancini®) fiinf gibt. Die Verbrennung wird im Sauerstoff- 
oder Luftstrom durchgefiihrt. Etwas einfacher ist die Apparatur bei Berl 
und Jnes*), Sie verwenden zur Verbrennung Phosphorséure und Schwefel- 
siure mit Quecksilber als Katalysator, doeh ist die Methode hauptsachlich 
fiir aliphatische Hydroxylverbindungen bestimmt. 

Den Nachteilen dieser Methoden stehen viele Vorteile gegeniiber. Bei 
vielen organischen Substanzen ist der Kohlenstoff nur auf dem Wege der 


1) Ber. 21, 2910, 1888; 23, 2756, 1890. 

2) Diese Zeitschr. 21, 149, 1912. 

8) Liebigs Ann. 278, 215, 1894. 

*) Zeitschr. f. analyt. Chem. 31, 216, 1892. 

5) Simonis und This, Chem.-Ztg. 38, 1914; 44, 1920. Robertson. 
Soc. 109, 215, 1916 u.a.. 

6) Ber. 42, 1305, 1909. 
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nassen Verbrennung bestimmbar, so z. B. nach Albert') das N . N’-Imino- 
indigo und sein Acetylderivat, nach Struss*?) das Chlorhydrat der (4)- 
Aminocumarilséure und anderes, Steinkopf*) fand, daB der Kohlenstoff- 
gehalt organischer Arsenverbindungen nur durch Oxydation auf nassem 
Wege genau bestimmbar ist. Dasselbe gilt nach anderen Autoren‘) fiir 
Thallium, Schwefel, phosphorhaltige und fiir viele explosive Stoffe. Von 
besonderem Interesse ist die Verbrennung fiir die physiologische Chemie. 
da sie ohne komplizierte Reinigungsprozesse den Kohlenstoffgehalt auch 
verdiinnter physiologischer Fliissigkeiten, wie Blut, Harn und anderes, 
zu bestimmen ermédglicht. Besonders ist die Methode der nassen Ver- 
brennung fiir alle die Falle zu empfehlen, bei denen nur der Kohlenstoff 
gebraucht wird, weil man bei relativ geringer Ubung und geringem Gas- 
verbrauch auch Stickstoff enthaltende Kérper ohne besondere Vorrichtungen 
verbrennen kann. DaB8 ein Wegfallen des Verbrennungsrohres bei manchen 
Stoffen médglich ist, zeigt W.Stepp*) bei der Verbrennung der Phosphor- 
Wolframsaurefiltrate des Blutes. Er bekam durch Einschaltung eines mit 
Kupferoxyd gefiillten und erhitzten Verbrennungsrohres gleiche Resultate 
wie ohne Verbrennungsrohr. Die Verbrennung wird mit Chromséure und 
Schwefelsiure durchgefiihrt, doch mit Kaliumpermanganat  beendet. 
Zwischen den Kolben und den Absorptionsapparaten wird von ihm ein 
Kiihler eingeschaltet, um zu vermeiden, daB etwaige Siuredimpfe in die 
Absorptionsapparate gelangen. Eine weitere Vereinfachung fiihrten 
E. Freund und G@. Botstiber*) durch. Sie verwendeten zur Verbrennung 
eine lproz. schwefelsaure Kaliumpermanganatlésung, das entstehende 
Kohlendioxyd wird in n/4 Kalilauge aufgefangen, mit Bariumchlorid gefallt 
und der Uberschu8 der Kalilauge mit Phenolphthalein zuriicktitriert. 
Sie fiihrten die Untersuchung der Verbrennbarkeit von Weinsaéure, Harn- 
séure, Asparaginsiure, Benzoeséure und Casein durch. Am langsten dauerte 
die Verbrennung bei Casein, das 5 Stunden erforderte, doch steht dem als 
Vorteil gegeniiber, daB die Verbrennung fast keinerlei Aufsicht bedarf. In 
einer anderen Arbeit untersuchte G. Botstiber’?) auch die Verbrennbarkeit 
von Milchséure und Hippurséure. Andere Stoffe, besonders heterozyklische 
und Alkaloide, wurden nicht untersucht, da die Methode fiir die medizinischen 
Zwecke der Harn- und Blutuntersuchung bestimmt war. 


Es handelte sich bei uns nun darum, die Methode von EF. Freund und 
G. Botstiber*) fiir die allgemeine Kohlenstoffbestimmung nutzbar zu 
machen, weiter, ob durch Anwendung von Katalysatoren, durch Mit- 
verwendung von anderen Oxydantien neben Permanganat und durch 
Steigerung der Konzentration des Kaliumpermanganats und der Schwefel- 
séure eine Verkiirzung der Verbrennungszeit zu erreichen ware, und 
schlieBlich die etwaige Ausnutzung auf die analytische Verwendbarkeit 
fiir die Konstitutionsermittlung. 


1) Ber. 52, 534, 1918. 

2) Dissert. Rostock 1907. 

) Ber. 54, 848, 1921. 

*) H. Meyer, Analyse und Konstitutionserm. org. Substanzen. I. 
Springer 1925. 

5) Diese Zeitschr. 87, 143, 1918. 

6) Ebendaselbst 186, 145, 1923. 

7) Ebendaselbst 174, 69, 1926. 

8) Ebendaselbst 186, 145, 1923 
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Kohlenstoffbestimmung in organischen Substanzen. “Ho 

Um die Grenzen der Brauchbarkeit der Methode zu finden, wurden 
nun verschiedene Gruppen von organischen Substanzen, besonders 
aromatische, heterozyklische Azoverbindungen und Alkaloide, auf 
ihre Verbrennbarkeit untersucht, auch wurde das Verhalten des Stick- 
stoffs, Phosphors, Schwefels und Halogene der organischen Substanzen 
bei der Verbrennung mit Kaliumpermanganat einer Untersuchung 


unterzogen (Tabelle 1) 


Apparatur und Methodik. 


Die verwendete Apparatur bestand aus einem Jenaer Literkolben 
mit eingeschliffenem Tropftrichter und senkrechtem (Energie- oder 
fiinf bis sechs Birnen-) Kiihler. Das Rohr des Tropftrichters reichte 
bis zum Boden des Kolbens und endete in einer Kapillare. Durch 
einen in den Stépselschliff des Tropftrichters passenden Ansatz war 
die Apparatur, um das Durchleiten von CO,-freier Luft zu erméglichen, 
mit einem Natronkalkturm und einer mit 50 proz. Kalilauge gefiillten 
Waschflasche verbunden. Vom Kiihler fiihrte ein zweimal gebogenes 
Glasrohr zu einem mit n/4 Kalilauge gefiillten Peligot, dessen andere 
Seite mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden war. Zur Kontrolle 
der geniigenden Absorption war noch ein mit n/10 BaOH gefiilltes Peligot 
angeschlossen, daB nicht mehr als eine schwache Triibung zeigen durfte. 
Der Gang der Verbrennung war folgender: In den Kolben wurden 100 
bis 200 cem Wasser und 40 bis 50 ccm einer schwefelsauren Kalium- 
permanganatlésung eingefiillt. Die verwendete Kaliumpermanganat- 
lésung wurde schon vorher, um sie von CQO, zu befreien, 3 bis 5 Stunden 
am Wasserbad erhitzt, sie enthielt 4 Proz. Kaliumpermanganat, 2 bis 
3 Proz. Schwefelsiure, 10 bis 15 Proz. Natrium- oder Kaliumsulfat. Die 
Schwefelsiure wurde in 50proz. Lésung zugegeben, die vorher nach 
Angabe von W. Stepp") durch Erhitzen mit einigen K Mn0,-Kristallen 
gereinigt wurde. Durch die Zugabe von Natrium- oder Kaliumsulfat 
wird die Braunsteinbildung bei der Verbrennung erheblich vermindert, 
was mit einer besseren Ausnutzung des K MnO, infolge der geringeren 
Zersetzung verbunden ist. Nach der Zugabe des KMnQ, wird der 
offene Kolben (der Kiihler wird 3 bis 4 cm héher gestellt) einige Minuten 
gekocht, um die Reagenzien CO, frei zu machen, dann wird der Kolben 
geschlossen und bei abgedrehter Flamme durch Verbinden mit dem 
Tropftrichteransatz in CO,-freiem Luftstrom ausgekiihlt. Das Ein- 
fiihren der Substanzen geschieht bei wasserléslichen durch den Tropf- 
trichter, um méglichst wenig AuBenluft in den Apparat gelangen zu 
lassen, bei wasserunléslichen Substanzen wird die Substanz in eine 
5 bis 8 mm breite, 20 bis 30 mm lange, diinnwandige Eprouvette ein- 


1) Diese Zeitschr. 87, 143, 1918. 
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gewogen, der Kolben vorsichtig geéffnet und das Réhrchen mit einer 
Pinzette vorsichtig hineingegeben. Dann wird der Kiihler vorsichtig 
wieder aufgesetzt und bei abgesperrter Luftzufuhr und offener Wasser 
strahlpumpe eine angemessene Zeit erhitzt. Nach Abdrehen der Flamme 
und nach Absperrung der Wasserstrahlpumpe wird der Kolben durch 
Offnen des Tropftrichterhahns im CO,-freien Luftstrom ausgekiihlt 
Der Peligot wird gegen einen anderen mit titrierter Kalilauge be- 
schickten ausgetauscht, die Apparatur dann nochmals 15 bis 30 Minuten 
erhitzt, um die Vollstandigkeit der Verbrennung zu kontrollieren. Die 
Einwagen von Fliissigkeiten (wie Chinolin und anderes) wurden in 
Ampullen vorgenommen. Die Titration wurde in der Weise ausgefiihrt, dab 
eine ab gemessene Menge einer 10 proz. Bariumchloridlésung und 50 cem 
heiBen, destillierten Wassers zugegeben wurden, um die vorhandene 
Kohlensiure als kérniges BaC O, zu fallen, der UberschuB der Kalilauge 
wurde nach Winkler’) mit Phenolphthalein und Selzsiure titriert. Die 
Salzsiure wird langsam und unter bestindigem Rihren zugegeben 
Die vorgelegte Kalilauge wurde vor jeder Titration auf ihren CO,- 
Gehalt untersucht. Die Substanzmenge, die zur Verbrennung gelangte. 
schwankte, je nach dem Kohlenstoffgehalt der betreffenden Substanz, 
zwischen 40 bis 120 mg. Um ein etwaiges Entstehen von Kohlenoxyd 
bei unvollstandigen Verbrennungen zu kontrollieren, wurde zwischen 
dem Peligot und der Wasserstrahlpumpe eine kleine mit PdCl, gefiillte 
U-Roéhre eingeschaltet, doch konnte bei keiner Verbrennung ein Ent- 
weichen von CO nachgewiesen werden. 

Es wurden auBer den in der Tabelle | angegebenen Substanzen: 
Casein (Verbrennungsdauer 5 Stunden), Trockenserum (5 Stunden), 
Amidoazotoluolbase (3 Stunden), Pyrrol (4 Stunden), Tyrosin (2! Stun- 
den) und Glykokoll (3 Stunden) verbrannt. Die Kohlenstoffwerte der 
einzelnen Substanzen wurden aus der Formel berechnet, mit Ausnahme 
des Caseins, Globulins und Trockenserums, deren Kohlenstoffwerte 
nach Pregl bestimmt wurden. Fiir die Verbrennungen wurden stets Sub- 
stanzen von Merck und Kahlbaum verwendet. Das verwendete Globulin 
wurde aus Serum durch !/,-Sattigung mit Ammonsulfat gefallt, 14 Tage 
gegen flieBendes Wasser dialysiert und im Vakuum bei 40°C zur 
Trockne eingedampft. 

Die in der Tabelle gefundenen Resultate ergeben, daB bei den 
meisten Stoffen die Dauer der Verbrennung 2 bis 5 Stunden betragt. 
Nicht vollstandig verbrannt werden nur die Substanzen, die entweder 
wie Campher schon bei gewéhnlicher Temperatur sehr fliichtig sind 
oder mit dem Wasserdampf fliichtig, im Wasser unléslich sind und im 
Kihler haingen bleiben (wie z. B. Stearinsiure oder Naphthalin). Die 


') Treadwell, Quantit. Analyse 1921, 8. 184, (Deuticke). 
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Tabelle I. 
. Berechneter Getundener Gefundener 
.: uae ange ae ~~ naa Wert Wert Wert in Pros 
= —_ com n/4 NaOH comn/4NaQH des berechneten 
Salicylsaure 
0.1489 3h 60,25 60.35 100.1 
0.0756 3 30.77 30,45 99.2 
0.0895 2 3634 34,16 94.0 
Nitranilin 
0,0852 1 30 29,61 26,80 90,5 
0.0530 2 18.42 18.38 GOS 
0.1241 2 42,13 41.95 991 
Dimethylamido- 
benzaldeh vd 
0.0583 2 28.93 28.65 992 
0.1968 2 53,00 53.10 1002 
0,0456 I 22,32 13,95 62,0 
«-Naphthol 
0,0485 2 27,38 27,40 100.0 
0,0991 115 55.94 45.75 $2.0) 
0,0856 2 47,32 47,50 100.4 
( ampher 
0.0895 1 51.36 11,50 24.4%) 
0.0382 2 19.95 420 46.0 
0.0483 3 25.20) 10.40 41,0 
1 hy mol 
0.0755 2 30 40,24 30.25 75.0 **) 
0.0682 2 36.35 25,00 68,9 
0,0540 3 28.80) 18.95 65.8 
Hydrochinon 
0.0401 1 17.48 16.25 92.9 
0.1004 2 43,94 44,00 100.0 
0.0820 1 30 35,75 35.55 99,3 
0.0524 1 30 27 25 27.20 100.0 
Cumarin 
0,0586 2 28,89 28,55 98,7 
0.0455 2 30 22 43 22. 30 496 
0.0782 2 30 38.55 38.25 99,2 
Naphthalin 
0.0836 1 52,22 17.30 33,0 ***) 
0.0542 2 33.85 15.95 47.0 
0,0482 2 29,00 15,20 52,4 
Diphenylearbazid 
0.0627 1 30 26,96 26.55 98,4 
0.0820 2 35,26 35,15 99.8 
0.0458 2 19,70 19,50 99,0 


*) Infolge der grofen Flichtigkeit der Substanz konnte trotz des langsamen Erwirmens mit 
kleiner Flamme immer ein Teil im Peligot gefunden werden. 

**) Auch hier gelang die Verbrennung infolye der grofen Fliichtigkeit der Substanz nicht, 
doch waren die erhaltenen Werte (in Proz.) infolge der geringeren Fliichtigkeit gegeniiber Campher 
groBer wie bei ciesem. 

***) Das Naphthalin befand sich zum grofen Teil an der Kiihlerwand klebend, infolge der 
Flichtigkeit des Naphthalins mit dem Wasserdampf. Eine ahnliche Erscheinung zeigte die 
ebenfails untersuchte Stearinsaure. 








B. Lustig: 


Tabelle I (Fortsetzung). 





Art und Menge 
der Substanz 


o-Oxychinolin 
0,0878 
0.0562 
0,0628 
Pyridin 
0.1642 
0.0585 
0.1058 


Chinolin 
0,0450 
0.0586 
0.2000 


Dimethylamidoantipyrin 
0.0716 
0.0565 
0.1012 

Indoxylsaure 
0,0666 
0.0425 
0.0848 

Harnsaure 
0.1413 
0.1256 

Strychnin 
0,0948 
0,0792 
0.0357 

Chininbisulfat 
0,0642 
0,0742 
6,0928 
0,1212 

Coffein 
0.0528 
0.1278 
01255 

Morphin 
0,0414 
0,1052 
0.0633 


Globulin 


0.0862 
0.1206 
0.0956 
0,0585 


*) Zu kleine Einwage 





; Berechneter 
Verbrennungs- Wert 
_ com n/4 NaOH 
[h45’ 43.57 
1 30 27,78 
2 30.15 
4 84,23 
4 BOO] 
4 30 54,27 
3 30 25,10 
} 27.14 
3 30 111,54 
2 32, 
3 25, 
3 45.56 
3 27,04 
4 17,26 
4 34.43 
1 30 33.06 
1 30 29 40 
l 47.68 
2 39.83 
2 25,46 
2 30 17,75 
2 30 11,90 
2 30 25,80 
2 33,69 
2 17,43 
2 30 42.17 
2 41,51 
30 18,57 
47,18 
30 28,39 
4 30 30.36 
4 42,33 
4 30 33,56 
5 20,53 


Getundener 
Wert 


com n/4NaOH 


$5.15 
26.98 


30.35 


$3.97 
29, 59 


D445 


25,00) 
26 28 
110,92 


28,25 
25.15 
45,20 


woe 
Rais 


io Se 
St os 


33,10 


29.25 


44,75 
39.65 
2530 


17,65 
12,25 
25.95 
32.90) 


16,90 
42,20 
41,60 


18,58 
46,20 
28,20 


30,50 
40,90 
33.15 


20.50 


Gefundener 
Wert in Proz 
des berechneten 


Wo? 
67 
](406 


997 
89.6 
100.3 


496 
96.8 
99.4 


Séyé 
QV 
gg 2 


94.1) 
101,1*) 


99.5 


1] 
GOS 


944) 
99,2 
995 


GY. 
102,7 *) 
100.5 

97.6 


97.0 
99.4 


1002 


LOO. 
9S,0 
99.5 


100.4 
96,6 
99.) 
99.9 
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mangelnde Verbrennung ist nur auf die angegebenen Ursachen zuriick 
zufiihren und nicht auf die mangelnde Verbrennbarkeit. Der in der 
organischen Substanz enthaltene Stickstoff wird zum groBen Teile in 
Nitrate umgewandelt. Es konnten in dem Verbrennungsriickstand von 
stickstoffhaltigen Substanzen sowohl mit Diphenylamin wie auch mit 
der Eisenvitriolprobe Nitrate nachgewiesen werden, die vor der Ver 
brennung nicht vorhanden waren, im Peligot konnte kein Nitro- oder 
Amino-Stickstoff nachgewiesen werden. Es wurde auch Casein in gréBerer 
Menge (0,2 bis 0,6 g) mit Kaliumpermanganat 5 Stunden verbrannt, die 
Lésung mit Wasserstoffsuperoxyd versetzt, dann wurde Ammonnitrat 
und Salpetersiure zugegeben und mit Ammonmolybdat gefallt. Die 
Fallungen wurden nach Newmann titriert, und sie ergaben die ent 
sprechenden Phosphorwerte. Die Einfiihrung einer Hydroxylgruppe 
bewirkt eine kiirzere Verbrennungszeit, wie z. B. bei Oxychinolin im 
Gegensatz zu Chinolin. Umgekehrt bewirkt die Einfiihrung von Methyl- 
gruppen eine lingere Verbrennungszeit, wie z. B. bei Thebain (Tabelle 11) 
im Gegensatz zu Morphin (Tabelle 1). 

Die Verbrennung von organischen, chlorhaltigen Substanzen ergab 
daB eine geringe Menge Chior in den Peligot gelangte, so wurden z. B 
bei der Verbrennung von Chloranil Chlorwasserstoff und unterchlorige 
Saure mit Silbernitrat in salpetersaurer Lésung und mit Indigo nach- 
gewiesen. Um dieses zu vermeiden, wurden vor der Verbrennung 
chlorhaltiger Substanzen 1 bis 3ccm einer 2proz. Silbernitratlésung 
der Verbrennungsfliissigkeit zugefiigt. Es konnten in diesem Falle 
bei keiner der untersuchten Substanzen im Peligot Cl nachgewiesen 


Tabelle Il. 


Chlorhaltige, organische Substanzen, verbrannt mit Permanganat und 





AgNO). 
Veteeneeen Berechneter Getundener Getundener 
Art und Menge der Substanz y omer es’ Wert Wert Wert in Proz 
com n/4NaOH cemn/4NaQOH des berechneten 
Chloranil 
0,0566 2h30' 14.18 14.30 100.8 
0.1156 2 28,96 28,20 97.5 
0.1254 2 30 31,41 31.55 99.5 
0.1425 2 30 35.70 35.60 99.7 
Anilinum hydrochloric. 
0,0920 2 34,03 32,80 96.5 
0.0881 2 30 32.63 32,70 100.2 
0.1013 2 30 37.50 37.70 1005 
0.0858 2 30 31.80 31,60 99 3 
Thebain. hydrochloric. 
0.0856 2 36,40 32,20 SRD 
0.1226 3 53,57 53,70 100.2 
0.0625 3 26.30 26,15 99,6 
0.0892 3 41,98 41,70 99,5 
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werden. Die gefundenen Kohlenstoffwerte stimmen mit den berechneten 
iiberein (Tabelle 11). Es wird Sache unserer weiteren Untersuchung 
sein, nach dieser Methode den Weg zu einer quantitativen Bestimmung 
der Halogene zu finden. 


Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd. 

Nachdem die vorhergehenden Versuche die Verwendbarkeit der 
Methodik bei verschiedenen organischen Substanzen erwiesen haben. 
versuchten wir, ob durch Vorbehandlung der Substanz mit anderen 
Oxydationsmitteln, eine Verkiirzung der Verbrennungszeit zu erreichen 
wiire. Die etwaige Verwendung von Chromsaure kam nicht in Betracht. 
da nach Messinger') viele organische Substanzen bei der Verbrennung 
mit Chromsiure teilweise CO bilden. Am geeignetsten schien uns die 
Verwendung von Wasserstoffsuperoxyd, besonders fiir Eiweibstoffe, 
da es nach den Untersuchungen von (. Botstiber®) im hiesigen Labora- 
torium basische EiweiBsubstanzen und Peptide unter teilweiser Des- 
amidisierung und Hydrolyse in einzelne Aminosaduren sehr kraftig 
angreift. Wahrend aber die Aminosiuren durch KMnQ, leicht ver- 
brannt werden, sind sie gegen Wasserstoffsuperoxyd ziemlich resistent 
Auch greift nach @. Botstiber?) das Wasserstoffsuperoxyd die Eiweib- 
stoffe an ganz anderen Stellen an als das Permanganat. Um die Starke 
und Grenzen der Oxydationsfihigkeit von Wasserstoffsuperoxyd zu 
finden, wurde eine Reihe Substanzen mit Wasserstoffsuperoxyd 
behandelt (Tabelle I1l). Die Verbrennungen wurden mit der vorher 
angegebenen Apparatur ausgefiihrt. 

Wir verwendeten das Wasserstoffsuperoxyd in alkalischer Lésung, 
da vorgenommene Versuche die stirkere Oxydationsfihigkeit in 
alkalischer Lésung ergaben. Im Kolben befand sich die Substanz 
plus 100 bis 150 cem destillierten Wassers, durch den Tropftrichter 
wurden 10 bis 12 cem n/4 NaOH von bekanntem C O,-Gehalt zugegeben. 
Die Zugabe von Wasserstoffsuperoxyd geschah bei allen Substanzen, 
mit Ausnahme der EiweiBsubstanzen, in Mengen von 20 ccm und in 
Abstanden von je 10 Minuten. War die gewiinschte Zeit erreicht, so 
wurden 5cem einer 10proz. Schwefelsiure durch den Tropftrichter 
zugegeben und weitere 10 Minuten gekocht. Bei den Eiweibstoffen 
geschah die Zugabe auf folgende Weise: Die mit 5 bis 10 cem n/4 NaOH 
versetzte EiweiBlésung wurde 10 Minuten gekocht, dann wurden 30 ccm 
Wasserstoffsuperoxyd in Mengen von | bis 3 ccm im Laufe von 15 bis 
20 Minuten bei kleiner Flamme durch den Tropftrichter zugelassen, 
um ein zu starkes Schiumen zu vermeiden. 


1) Ber. 23, 2718, 1890. 
*) Diese Zeitschr. 174, 69, 1926. 























iO. ene nats 





Kohlenstoffbestinumung in organischen Substanzen. 


Tabelle 111. 


Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd. 





Art und Menge der Substanz 


Casein 
0.0896 
0.0271 
0.1208 
01171 
Globulin 
0.0782 
0,1252 
(sparagin 
0.1174 
0.0869 
Salicylsiure 
0.1256 
01325 
Stearinsaure 
0.1045 
0,0956 
Nitranilin 
0.1062 
0.0782 
Chloranil 
0.0952 
0.1056 
Hydrochinon 
0.0968 
0.1008 
Diphenylearbazid 
0.0852 
0,0670 
2-Oxychinolin 
0.0658 
0.0782 
Chinolin 
0.1205 
0,0956 
Strychnin 
0.0572 
0,1977 
Strychninnitrat 
0,0601 
0.0328 
Pyridin 
0.1256 
0.0892 
Naphthalin 
0.0895 
0.1045 


Verbrennungs- 


dauver 


BO 


30 


30 
80 


30 
30 


sO 
30 


30 
30 


30 
30 


30 
30 


40 


40 
30 


30 
40 


40 
40 


Berechneter 


Vert 


com n/4 NaOH 


28,70 
21,62 
38,70 
37,76 


97 D4 


of,e 


43.80 
37,50 
23 30 
50,00 
53.80 
52,94 
48,45 
36.85 
27,20 


23,90 
26,50 


42,20 
43.95 


36,60 
28.80 
32.64 
38.80 
67,20 
53.31 


28,77 
99.45 


25.50 
13,90 


64,43 


5.76 


46,73 
54,36 


n lo 


Gefundener 


Vert 


Getundener 
Wert in Proz 


com n'4NaQOH des berechneten 


20 
6.14 
4.65 
3.00 


4.40 


6.35 
12,10 


68D 


7.00 


11,05 


7,50 


8.80 


20,80 
8.80 


13.50 
10,10 


15.50 


16.40 


2 O50) 


2.40 


0.78 
4,70 


O85 
O82 


nl0 


64 
28.4 
12,0 

8.0 


16. 
14.5 


32.0 


29.5 


54.0 


28.0 


20.6 


24,0 


31,4 


33535 


49,8 
20.0 


37.0 
35,0 
47.5 
48.5 


be x 


~I-) 


a ro 


90 


11,0 


*) Das Strychnin wurde trotz seiner Unléslichkeit von Wasserstoffsuperoxyd angegriffen 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Berechneter Gefundener Gefundener 
Art und Menge der Substanz air ype Wert Wert Wert in Proz. 
com n/4NaOH ccm n/4 NaOH | des berechneten 
«-Naphthol 
0.0592 Oh30' 33,32 8.80 965 
0.0852 0 30 48.20 12.05 IAA 
Morphin 
0.0563 0 30 25.25 3,02 12.0 
0.0358 0 30 16.60 2.03 14.5 
Dimethylamidobenz- 
aldehyd 
0.1023 0 30 50,74 7.85 15.5 
0,0565 1 30 26.03 10.15 39.0 
Thebain. hydrochloric. 
0.0956 0 30 41,78 1,20 2.8 
0.1152 0 30 50.35 1,25 25 


Es wurden auber den in der Tabelle angegebenen Substanzen 
auch Thymol, Chininbisulfat, Coffein, Campher. Dimethylamido- 
antypirin, Indoxylsiure und andere untersucht. Auch diese Stoffe 
wurden vom Wasserstoffsuperoxyd mehr oder weniger stark angegriffen 
Die gréBere oder geringere Oxydierbarkeit der einzelnen Stoffe lassen 
sich nur mit Strukturunterschieden erkliren. So bewirkt auch hier 
die Einfiihrung einer Hydroxylgruppe in eine zyklische Verbindung 
leichtere Oxydierbarkeit, so z. B. a-Naphthol und 2-Oxychinolin im 
Gegensatz zu Naphthalin und Chinolin. Die Unldslichkeit der Substanz 
in Wasser vermindert ihre Oxydierbarkeit, so z. B. bei Strychnin im 
Gegensatz zum Strychninnitrat. Am wenigsten oxydierbar sind 
aromatische und heterozyklische Verbindungen, die nicht substituiert 
sind, wie Pyridin, Naphthalin und andere. Die Einfiihrung von Methy!- 
gruppen bewirkt ebenfalls eine Verminderung der Oxydationsfahigkeit. 
so z. B. bei Thebain' im Gegensatz ‘zum Morphin. 


Verbrennungen mit 3proz. H,O, und KMn0Q,. 


Wir gingen nun dazu iiber, die Substanzen mit Wasserstoffsuper- 
oxyd und Kaliumpermanganat zu verbrennen. Die Verbrennung 
wurde in der Weise ausgefiihrt, daB die Substanz 30 Minuten mit 
Wasserstoffsuperoxyd auf die vorher angegebene Weise behandelt 
wurde, dann wurden 50ccm Kaliumpermanganat durch den Tropf- 
trichter zugefiigt und weiter erhitzt. Parallel mit der Wasserstoff.- 
superoxyd- und Kaliumpermanganatverbrennung wurde die Substanz 
nur mit Kaliumpermanganat allein verbrannt, und nach gleicher Zeit 
wurden in beiden Peligots der Kohlenstoffgehalt bestimmt. Auf diese 
Weise konnte die schnellere Verbrennbarkeit nach der einen oder 
anderen Methode kontrolliert werden (Tabelle IV). 








ee 
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Tabelle 1V. 


Verbrennungen mit H,O, und KMnQ,. 





Berechneter Getundencr Gefundener 






Ver. 
Art und Menge der henna Oxydans Wert Wert Wert va 
Substanz danas com com Proz. des 
ni4 NaOH n/4 NaOH berechneten 
Strychninnitrat 
00856 1h10)’ HeoO, u. KMnO, 36,32 29,70) 82.0) 
01,0469 1 10 K Mn, 19.90 19,10 95.9 
0,0957 1 30 H,O, u. K MnO, 44.60 37.50 92.3 
0.0575 1 30 kK Mn, 24,58 24,25 995 
Cumarm 
0),0698 1 30 Hy Oy u. KMn0O, 34.42 34.55 100.3 
0,0770 1 30 K Mn, 38,96 38.35 98.6 
M rphin 
0,0956 1 30 | 42.88 82.80 76.5 
0.0852 9 { Hy Og u. K Mn, 38.90 38.98 100.2 
0,0586 1 30 K Mn 0, 265,28 26,23 99,8 
Chininbisulfat 
0,1045 2 30 H,O,g u. KMno, 29.05 26.17 93.5 
0),0608 2 30 K MnO, 16,90 17,00 100.3 
0,0635 2 H,Og u. KMnO 17,76 12,42 69,0 
2Ve_ 4 by 
0,0861 2 K Mn, 23,90 23,13 97.0 
Casein 
0,0582 3 . j, 18,92 18/25 97,0 
0,0958 330 6 j MeO: u KMn0, || 360 30,50 99,7 
0,0924 3 30 K Mn 0, 29.68 26.80 90.3 
Glebulin 
0.0586 3 } : { 20,00 90.05 100.2 
230 jf Hau MnO, )) 4010 | 40,20 97,2 
3 K Mn O, 29.10 23,30 80.0 





Es zeigte sich, daB bei den EiweiBstoffen die Vorbehandlung mit 
Wasserstoffsuperoxyd in, alkalischer Lésung eine starke Verminderung 
der Verbrennungszeit bewirkt. Bei alien tibrigen untersuchten Sub- 
stanzen (mit Ausnahme des Cumarins, das gleiche Verbrennungszeiten 
nach beiden Methoden zeigte) war die Dauer der Verbrennung mit 
Kaliumpermanganat allein kiirzer als mit Wasserstoffsuperoxyd und 
Kaliumpermanganat. Um zu sehen, ob die kiirzere Verbrennbarkeit 
der EiweiBstoffe durch das Alkali oder Wasserstoffsuperoxyd verursacht 
wird, wurden Versuche in der Weise ausgefiihrt, dab EiweiBstoffe zum 
Teil 30 Minuten mit Wasserstoffsuperoxyd in alkalischer Lésung, zum 
Teil 30 Minuten nur mit Alkali erhitzt wurden und dann beide mit 
KMn0, behandelt wurden. Bei anderen Versuchen wurden EiweiB- 
stoffe mit Wasserstoffsuperoxyd in saurer Lésung 30 Minuten lang 
gekocht und dann erst mit Kaliumpermanganat behandelt (Tabelle V). 

Diese Versuche ergaben, daB die kiirzere Verbrennungszeit der 
RiweiBstoffe sowohl durch die Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd 
wie auch durch die Hydrolyse der alkalischen Lésung bedingt ist 
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Tabelle V. 





Berechneter |Gefundener Getundener 


Ver. - - 1 

Art a8 See der brennungs: Oxydans Wert Wert Wert in 
spp dauer ccm ccm Proz. des 
ni4 NaOH | n/4 NaOH berechneter 


Casein 

0.0948 Dh | 39’ m. Alkali gek., | 30,27 24,08 75,7 

0,0852 2 | dann KMnO, | 27,50 21,40 76,8 

0.0565 2 18,09 16,80 927 

0.0823 2 | | 26,356 24,12 91,5 

0.0582 3 H,O, ue. K MnO, 18,92 18.55 98.5 

0.1052 3 | 33.70 ISN) 83.0 * 

0.0685 4 21,94 22.10 100,6*) 

Globulin 

0,0552 2 30’ m. NaOH gek., 18,82 81.0 
dann K MnO, 

0.1205 2 , 2.10 93.0 

010942 3 H, Og u. KMnO, ny 99.9 





*) Das HO, in saurer Lésung 


Die Wirkung der Katalysatoren auf die Verbrennungszeit. 

Wir gingen nun dazu iiber, die Wirkung der Katalysatoren auf 
die Verbrennung zu untersuchen. Als MaBstab diente die bei einer 
Verbrennung mit und ohne Katalysatoren in der gleichen Zeit und bei 
der gleichen Substanz gefundenen C-Werte in Prozenten. Die Ver- 
wendung von Eisen-, Nickel- und Kupfersulfat fiel weg, da ihre Un- 
wirksamkeit bei der Verbrennung schon von E. Freund und G. Bot- 
stiber') erwiesen wurde. Wir gebrauchten als Katalysatoren mctallisches 
Quecksilber, HgO(S0O,), Platinblech (20:40mm) und Platinnetz 
(GréBe 90:95 mm), welches zwecks bequemerer Handhabung dreifach 
zusammengelegt (3a: 95 mm) und etwas U-férmig ausgebogen wurde. 
Dadurch konnte es ohne besondere Schwierigkeiten nach der Ver- 
brennung aus den Kolben entfernt werden. Das Platinnetz wurde 
nach jeder Verbrennung mit Oxalsiiure und destilliertem Wasser 
gereinigt und im Bunsenbrenner ausgegliiht. Die EiweiBstoffe wurden 
vor der Verbrennung mit Kaliumpermanganat 30 Minuten mit Wasser- 
stoffsuperoxyd in alkalischer Lésung (in Gegenwart der Katalysatoren) 
behandelt (Tabelle V1). 

Die Verbrennungen ergaben die Wirksamkeit aller verwendeten 
Katalysatoren, doch in sehr verschiedenem Grade. Am schwichsten 
wirkte HgO(S0O,), metallisches Quecksilber (das nach der Verbrennung 
als HgO vorhanden war), am stairksten das Platinnetz, das eine gréBere 
Verkiirzung der Verbrennungszeit bewirkte. Wir konnten bei anderen 
Versuchen eine ahnliche oxydationsférdernde Wirkung des Platins bei 
Verbrennungen mit Wasserstoffsuperoxyd beobachten. Im Falle wir 


1) Diese Zeitschr. 186, 145, 1923; 174. 69, 1926. 
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Tabelle VI. Verbrennungen in Gegenwart von Katalysatoren. 
Vers Berechs Getun- Gefund 
Art und Menge bren- : . . Wert ee he ~~ 
der Substens nungs: Oxydans Katalysator ert ert yond = 
zeit com M4 com Dy, erecn« 
NaOh NaOH neten 
Chininbisulfat 
0.0608 jh K Mn, HgQ(SO), 16.90 15.85 82.1) 
0.0901 1 Hg PAOD 21.30 85.0 
0.0858 1 50 e. » YS SD 23.75 99.65 
0.0928 1 is 25,80 19,45 71 
0.0639 2 30 2 17.76 17,70 99,7 
0.0789 l ‘ Pt-Blech 21,23 19,53 92,0) 
0.0922 1 30 25.64 25.75 100.0 
0.0857 1 a Pt-Netz 23,75 23,20 975 
0.01212 1 as 33.69 BLASS 95.0 
0,0978 1 30 ‘s 27,12 27,10 100,0 
0,0936 1 30 a s 26,02 25.85 99.3 
Strychninnitrat 
” 0.0852 0 30 7 Hy 36.12 4 45 81.5 
0.0658 0 30 e Pt-Blech 27,00 23.45 84,1) 
0.0782 0 30 Pt-Netz 33.15 10.55 G23 
0.0952 0 30 40,35 10,20 75.0) 
0.0875 l Pt-Netz 37,10 47,25 100.4 
0.0892 | 37.82 1.40 93.0 
Casein 
0.0541 130) H,Og u.K MnO, Hg 17,358 10.77 62.1 
0.0823 1 30 z 26.36 17.93 68.0 
0.0519 1 30 . HgO(SO), 16,62 7.00) 42.5 
0.0582 1 30 z 18.64 655 34,0 
0.0759 1 30 24.34 9,75 40,2 
0.0864 1 30 z nf Pt-Blech 27.64 O45 760 
0.1005 1 30 2 Pt-Netz 32,20 26,70 56,0) 
0.0955 1 30 a " 30,60 25,25 82.5 
0.0821 1 30 oa 26,30 23,72 90,2 
0.1203 2 2 38.34 38.33 YO 5 
0.1502 2 40,70 39,72 97,7 
0884 215 a 28, 30 98 40 100.3 


EiweiBstoffe ohne V 


orbehandlung mit Wasserstoffsuperoxyd in alkali 


scher Lésung nur mit Kaliumpermanganat und Platinnetz als Kata- 
lysator verbrannten, wurde die Verbrennungszeit ebenfalls verkiirzt, 


doch weniger als bei der Vorbehandlung mit Wasserstoffsuperoxyd 


Die Verbrennungszeiten waren ohne Vorbehandlung mit Wasserstoff- 


superoxyd bei Casein und Trockenserum 4 Stunden, bei Globulin 


31, Stunden. 


Der EinfluB der Konzentration des K Mn 0, und H,8 0, auf die Verbrennung. 


Die Verkiirzung der Verbrennungszeit durch Steigerung der Kon- 
zentration des Kaliumpermanganats und der Schwefelsdiure, ergab als 
Grenze der Konzentrationssteigerung fiir Kaliumpermanganat 6 Proz 
(ist gleich der Léslichkeit im Wasser bei 15°C), fiir die Schwefelsiure 
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10 bis 12 Proz. Eine dariiber hinausgehende Konzentration der Schwefel.- 
siure ergab, abgesehen von stirkerem Kaliumpermanganatverbrauch 
(400 bis 700 ccm einer 6proz. Lésung), oft eine, wenn auch geringe. 
Kohlenoxydentwicklung bei der Verbrennung, so daB bei einer Steigerung 
der Schwefelsiurekonzentration iiber 12 Proz. die Einschaltung einer 
Verbrennungsréhre notwendig wire, wodurch die Einfachheit der 
Methodik leiden wiirde. Es wurde nun unter Beriicksichtigung der 
oben angefiihrten Konzentrationsgrenzen eine Reihe von Verbrennungen 
mit wechselndem Permanganat- und Schwefelsiuregehalt ausgefiihrt 
Die Permanganatlésung enthielt 6 Proz. Kaliumpermanganat, 5 Proz 
Natriumsulfat, 1 Proz. Schwefelsiure, sie wurde vor der Verwendung 
5 bis 7 Stunden am Wasserbad gekocht. Die weitere zur Steigerung 
der Konzentration notwendige Schwefelsiure wurde als 50proz. durch 
den Tropftrichter zugegeben. Fiir eine Verbrennung waren 200 bis 
300 ccm Permanganatlésung notwendig (Tabelle V11). 

Diese Verbrennungen ergeben, daB ein Maximum der Wirkung 
bei 5- bis 6proz. Kaliumpermanganat und 8- bis 10 proz. Schwefelsiure 


Tabelle VII. 


Verbrennungen mit wechselnden KMnO,- und H,S0O,-Konzentrationen. 





Berechs Getuns | Gefund 


— net dener ] 
Art und Menge bren- Konzentration der K MnO, Wert Wert omg ol 
der Substanz nungs- und Hy SO, , wos. det 
= com nj, Proz. n/,| berech- 


_ NaOH | NaOH’ neten 


Chininbisulfat 


0,0915 jh 3 proz. KMnQ,, 1 proz. H,SO, 25,44 20.35 , 80,0 
0,0938 1 ge e bw = 26,07 | 22,90 | 87,3 
0,1002 2 S. . a Se _ 28.35 . 28,00 98.9 
0,0879 1 ee ‘ oe 24.45 22.25 91,0 
0.0571 1 Os m4 mo i” 15,87 14.85 93,4 
0.0861 1 6 « i 0... a 23,93 23,42 98.0 
0,0902 iw is . a ce = 25.07 | 25.10 | 100.1 
0.1014 1 ee = 10 , . 28,19 | 27.40 97,3 
0,0984 eB ome os il - 27,85 27,40 | 100.2 
0,0582 20/16. Boas i 16,18 | 16,20 | 100,0 
Benzoesiure 
0,0524 1 ae a es Sas - 24.95 21.30 89,0 
0,0821 1 > th ra & « a 43,02 36.56 85,0 
0,0855 1 Bie ‘ 8.4 i 44.80 4265), 968 
0,0688 1 oe oe - 36,05 | 84,25 | 95,0 
0.0824 1300 16, * rs a 17,00 1692; 99.6 
0.0452 iais . a es a 25,36 25,42 | 100,2 
0,0622 Bae id on % or oe m 36,26 36,15 | 99,7 
Strychninuitrat 
0,0692 1 os * Bs is 29,34 | 27,85 | 95,0 
0.0756 1 er = 8 . * 82.05 31,90 99,6 
0.0877 1 Be iat e S <« i" 37.20 | 37,35 | 100.4 
0,0587 1 , s ; 24.90 | 21,42 90,0 
0.0868 2 ti: ‘ ers n 36,80 36,62 99.4 








Lunn eh ee 


I 
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stattfindet. Bei dieser Konzentration findet die grébte Verringerung 
der Verbrennungszeit statt. 

EiweiBstoffe wurden zum Teil mit 6proz. Permanganat und 8 proz 
Schwefelsiure, zum Teil 30 Minuten mit Wasserstoffsuperoxyd in 
alkalischer Lésung erhitzt und dann erst mit 6proz. Kaliumpermanganat 
und 8proz. Schwefelsiure weiter verbrannt. Der Gang der Verbrennung 
war in diesem Falle folgender: Die Substanz wurde mit 5 bis 10 cem 
n 4 NaOH und 30 cem Wasser 10 Minuten erhitzt, dann mit Wasser- 
stoffsuperoxyd wie oben angefiihrt behandelt. Nach 30 Minuten wurden 
durch den Tropftrichter 200 cem einer 6proz. Permanganat- und 8 proz 
Schwefelsaurelésung zugelassen und weiter erhitzt (Tabelle VIII). 

Auch hier ergab sich eine kiirzere Verbrennungszeit fiir die mit 
Wasserstoffsuperoxyd vorbehandelten EiweiBstoffe, wenn auch die 
Steigerung der Konzentration eine gewisse Verkiirzung der Ver- 
brennungszeit gegeniiber der nur mit verdiinnter Kaliumpermanganat- 
léisung behandelten Substanzen ergibt. 

Wir versuchten nun, sowohl durch Steigerung der Konzentration 
der Permanganatlésung, wie auch durch Anwendung von Katalysatoren, 
eine weitere Verkiirzung der Verbrennungszeit zu erreichen. Als 
Katalysatoren verwendeten wir metallisches Quecksilber und Platinnetz 
Es ergab sich aber, daB konform der Steigerung der Konzentration der 


Tabelle VIII. 


Verbrennung von Eiwei®stoffen mit 6proz. KMnO, und 8proz. H,SO, 
mit und ohne Vorbehandlung mit Wasserstoffsuperoxyd. 





Berechs Getuns Gefund 


Art und — neter dener Wert in 
Menge der Oxydans Wert Wert Proz. des 
Substanz —— com n/4 com n/4_ berech- 

NaOH NaOH neten 

Casein 

0.0639 1h 6 proz. KMnQ,4, 8 proz. HySO, 20,67 17,55 85,0 

0.0853 2 _ a = # 97.32 | 25.13 92.0 

0.1025 3 oe: 4 a rm 32.85 31,65 96.5 

0.0595 4 S « FA ae a 19.06 19.05 100.0 

0.0586 1 H,Q, u.6 , = Siu ‘ 18.77 14.40 76.0 

0.08387 1 30 ee Bee a oe 26,80 25,40 95.0 
0.1208 1 30 ar Ae i aa 3 38.72 | 36.20 935 

0.0885 2 < oP = a m 28,35 | 28.25 99,7 
0.0731 2 re hae ‘. * 25.37 | 24.20 958 

0.0589 2 30 ¥ cc ae “ i. © 18.85 18,80 99.7 

0.1235 2 30 7) Tae " ae . 38.55 | 38,80 100.7 

0.10389 2 30 . —- « a S « as 31.48 31.55 100.2 
Globulin 

0.0783 1 30 er 2 = a 27.48 21.90 79.6 

0.1305 1 30 m pan a ies e 44.50 40.25 GOD 

0,0735 2 — oe % ae a 25,06 24,35 97,2 

0.0022 2 ra a oe “§ SS. « P 34,85 34.55 99,2 
0.0892 2 30 "i om Ses - a as 30,42 38030 99.7 
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Kaliumpermanganatlisung eine Verminderung der katalytischen 
Wirkung des Quecksilbers und des Platins eintritt, so daB bei 6proz 
Kaliumpermanganat und 8 proz. Schwefelsaure die Wirkung fast Null ist 

Es stehen uns also zwei Wege zur Verfiigung, um die Verbrennung 
der organischen Stoffe auf nassem Wege durchzufiihren. Der eine 
durch Verwendung einer 6proz. Kaliumpermanganat-, 8 proz. schwefel- 
sauren Lésung, der andere durch Anwendung einer verdiinnten Kalium. 
permanganatlisung und Platinnetz als Katalysator. Der Vorteil der 
zweiten Methode ist der sehr geringe Kaliumpermanganatverbrauch 
(30 bis 40 cem), doch fallt die Notwendigkeit eines Platinnetzes sehr 
ins Gewicht. Wir fiihrten nun, um die Grenzen ihrer Wirksamkeit zu 


Tabelle IX. 


Verbrennungen mit 6proz. K MnO, und 8proz. H, SQ, (s. auch Tabelle VII). 





Art und Menge Verbrennungs- a Cageew Getundener 
der Substanz zeit ert ert Wert in Proz. 
com n/4NaOH ccomn4NaQOH | des berechneten 
Asparagin 
0.0648 jh 20,35 18.51 90.9 
0.1230 1 30’ 38,62 38.50 99.7 
0.1302 1 30 40.88 40,58 99 3 
0.0952 1 30 29 90 30,01 100.3 
Tyrosin 
0,0856 0 30 34.01 28 YS 85.0 
0.1284 0 30 51,03 45.63 89.4 
0.0835 I 33,15 32,22 97,2 
0.1023 1 30 40,61 40,30 99.3 
0.0495 1 30 19.65 19,47 99.1 
o-Oxyehinelin 
0.0958 0 30 47.42 40,78 86.0 
0.0682 0 30 33.83 29.80 88.2 
0.1032 0 45 51,20 50.33 98.3 
0.0863 1 42,80 42.54 Q9.4 
0.0622 1 30.85 31.08 100.6 
Chinolin 
0.0852 l 47,52 33,70 62,5 
0.0735 1 30 40,99 36.95 90.3 
0.1223 2 68.76 67,40 98.0 
0.05382 2 30 29,67 29,45 99.5 
0.0738 2 30 46.57 46.85 100.5 
Pyridin 
0.0403 | 20.72 6.65 32.1 
0.0852 2 43.80 35.12 80,2 
0.1053 2 30 54.12 50.15 92,7 
0.0755 2 30 39.71 38,12 96.1 
0,0625 3 32,13 32.07 99.8 
0,1202 3 61,78 61,28 99,2 
Chininbisulfat 
0,0772 0 30 21,46 16,75 78.0 
0.1052 1 29,25 29,18 99,2 
0,1201 1 33.40 31.55 94.5 


0.0621 1 30 17,26 17,30 100,2 
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Verbrennungen mit verdiinnter K MnO, und 


Tabellke 


r € 


Platinnetz als Katalysator. 


(Siehe auch Tabelle VI.) 





Art und Menge 
der Substanz 


Asparagin 
0.0932 
0.1305 
0.0852 
0.1032 


Benzoesaure 
0.1136 
0.0608 
0.0720 
0.0314 
0.1012 


2-Oxyehinolin 
0.1104 
0,0832 
0.0416 
0.1076 
0.0785 


Chinolin 
0.0835 
0.0742 
0.1023 
0.0877 


Pyridin 
0.1014 
0.0502 
0.0835 
0.0682 
0.1381 


Tyrosin 
0.0426 
0.0812 
0.1055 
0.0866 


Chininbisulfat 
0.0852 
0.0465 
0,0825 
0.1346 


Globulin (mit Hg Og 
und KMnQ,) 
0.0568 
0.1135 
0.0853 
0.1085 
0.0931 


Verbrennungs- 


zeit 


Ob3S0' 


1 30 
1 30 


0 30 


1 

1 30 
1 30 
l 


0 30 
0 30 


0 45 


30 
30 


www 


30 


~Sonwnw- 


0 30 
0 30 


0 30 


» 
30 


wwe — 


Berechneter 


Wert 


Getundener 
ert 


Getundener 
Wert in Proz 


com ni4 NaOH | com n/4 NaOH | des berechneten 


29,26 
40,98 
26,75 


$2.40 


52,14 
27.90 
33.04 
14,42 


DOSS 


54,76 
41,27 
20.65 
53,37 
38.94 


46,56 
41.38 
5705 
48,92 


52,12 
ISO 
42,92 
32,52 
70.98 


16,96 
32.34 
41,58 
43,38 


23.68 
13.038 
22.93 


37,42 


19,94 
39,84 
29,94 
33.58 
32.68 


21,90 
38.94 
2655 
$2.27 


21,12 
18.52 
32.95 
14.06 


50.90 


48,50 
37.48 
20,35 
53,25 
39,25 


30,60 
39.55 
56,60 
48.58 


30,02 
21,00 
41,20 
32.75 
70,40 


15,78 
30,15 
41,50 
34,62 


19,65 
12,78 
22,10 
37,32 


14,96 
38,50 
26.42 
33,32 
32.85 


680 
45,2 
992 
946 


40.5 
66.7 
YS 

7D 
100.6 


SS 
91, 
U8, 
gy. 

100), 


ye ie Aa 


65.7 
95.6 
99,2 
99.3 


42.9 
84.9 
V6) 
100.6 
99,2 


90.3 
93,2 
99.1 
100.7 


85.0 
98,2 
99.2 
YO 


~! 
' 


=: 


4g 


= 
i 
vite abe 


= 


6* 
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erproben, eine Reihe von Verbrennungen nach beiden Methoden durch 
(Tabellen LX und X). 

Die Verbrennungszeiten nach beiden Methoden zeigen keine 
groben Differenzen bei den einzelnen Substanzen. Der Stickstoff der 
organischen Substanzen wird in den Verbrennungsriickstanden nach 
beiden Methoden als NO, und NH, gefunden (nachgewiesen mit 
Diphenylamin und NeBler). Chlorhaltige, organische Stoffe miissen mit 
verdiinnter Kaliumpermanganatlésung ohne Katalysatoren verbrannt 
werden (siehe Tabelle Il), da bei der Verbrennung mit Platin, das 
Platin vom Chlor angegriffen wird; bei Verwendung von konzen- 
trierter Schwefelsiure und Kaliumpermanganat fallt ein Teil des Silber- 
nitrats als Silbersulfat aus und wird dadurch fiir die Chlorbindung 
unwirksam. Bei der Verbrennung von fliichtigen Substanzen wird 
nur die Menge der verbrannten Substanz gesteigert (in Prozenten), 
so z. B. bei Naphthalin bis 88 Proz. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, dab es uns gelungen ist, 
entweder durch Steigerung der Konzentration des Permanganats und 
der Schwefelsiure, oder durch Verwendung von Platinnetz als Kata- 
lysator eine starke Verkiirzung der Verbrennungszeit auf | bis 3 Stunden 
zu erreichen. Bei EiweiSstoffen ist eine Vorbehandlung mit Wasserstoff- 
superoxyd in alkalischer Lésung notwendig. Fiir chlorhaltige Sub- 
stanzen ist eine Zugabe von Silbernitrat zur verdiinnten Permanganat- 
lésung waihrend der Verbrennung notwendig. Wahrend der Ver- 
brennung mit Kaliumpermanganat bedarf die Apparatur fast keinerlei 
Aufsicht. Reihenbestimmungen kénnen durch Verwendung von 
mehreren Apparaturen ohne besondere Mehrarbeit durchgefiihrt werden. 

Wir glauben fiir alle die Fille, bei denen nur der Kohlenstoffgehalt 
gebraucht wird, besonders fiir die Bestimmungen von wisserigen 
Lésungen von Phosphor, Schwefel und halogenhaltigen Stoffen, eine 
relativ einfache und leicht verwendbare Methode der Kohlenstoff- 
bestimmung auf nassem Wege ausgearbeitet zu haben. 























Untersuchungen iiber den Jodstoffwechsel. III. 


Von 


Th. von Fellenberg. 
(Aus dem Laboratorium des schweizerischen Gesundheitsamtes. ) 


(Eingegangen am 12. Februar 1927.) 


Es wurde an mehreren Fallen nachgewiesen'), daB die Bewohner 
kropffreier Gegenden im allgemeinen mehr Jod mit dem Harn aus- 
scheiden als die Bewohner von Gegenden mit Kropfendemie. So wurden 
als durchschnittliche Ausscheidung wahrend 24 Stunden in den aar- 
gauischen Ddérfern Kaisten (Kropf) 19, Hunzenschwil (Kropf) 17, 
Eftingen (kropffrei) 64 y gefunden. In Forte dei Marmi an der ligurischen 
Kiiste fand man 72 y oder, unter Ausschaltung der zugereisten Personen 
und der Kinder, 112 y im Durchschnitt. 

Durch die Vermittlung von Herrn Dr. Gulbrand Lunde wurde es 
mir erméglicht, eine Anzahl Harne von Sognefjord, Norwegen, zu 
erhalten. Sie wurden mir in dankenswerter Weise durch Herrn Dr 
J.C. Holst in Vik i Sogn besorgt. 

Vik i Sogn liegt am siidlichen Ufer des Sognefjords, ungefahr 
100 km von der Westkiiste Norwegens entfernt. Die drei Héfe, auf 
welchen die Versuchspersonen leben, sind alle ungefahr 30 Minuten 
vom Fjord entfernt. Der gewéhnliche Kropf kommt in dieser Gegend 
nicht vor. 

Die ausgewahlte Gegend mag vielleicht in bezug auf den Jodstoff- 
wechsel ungefihr dem Durchschnitt von Norwegen entsprechen. Das 
Wasser des Fjords ist trotz der groBen Entfernung vom Meer infolge 
gewisser Strémungsverhiltnisse salzreicher als dasjenige der Ostsee 
Die Fische sind somit Meerfische und als solche jodreich. Indessen 
spielt die Fischernahrung in jener Gegend nicht gerade eine groBe Rolle. 

Als Versuchspersonen wurden aus friiher dargelegten Griinden 
nur Manner gewahit. Es wurden itiberall Nachtharne unter genauer 
Feststellung der Zeit der Nachtruhe verwendet, und zwar wurde der 
Harn des morgens, teilweise in der Wohnung von Herrn Dr. Holst, 


') Diese Zeitschr. 152, 150, 1924; 174, 341, 1926. 
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aufgefangen und gemessen. Aus der niachtlichen Jodausscheidung 
wurde diejenige von 24 Stunden berechnet, unter der annahernd zu 
treffenden Voraussetzung, daB in gleichen Zeiten gleiche Jodmengen 
ausgeschieden werden. Herr Dr. Holst machte mir ferner genaue An 
gaben iiber den Gesundheitszustand der Versuchspersonen, iiber die 
Art ihrer Ernahrung am vorhergehenden Tage (in den meisten Fallen) 
und iiber die Art ihrer Beschaftigung, ob schwere oder leichte Arbeit 
geleistet worden war. Letztere Angabe erfolgte, weil durch schwere 
kérperliche Anstrengung, verbunden mit starkem Schwitzen, ein sehr 
erheblicher Anteil des im Stoffwechsel ausgeschiedenen Jods in den 
SchweiB gelangt und somit fiir den Urin verloren geht. 

Da die Fischnahrung fiir den Nordlainder im allgemeinen selu 
wichtig ist und auch fiir unsere Versuchsgegend durchaus nicht ver 
nachlassigt werden darf, wurden einige in Oslo gekaufte getrocknete 
Fische auf Jod untersucht. Ich verdanke das Material der Zuvor- 
kommenheit von Herrn Dr. Lunde. 

Zwei Haupttypen der getrockneten Fische bilden der Stockfisch 
der seinen Namen devon her hat, daB er in ungesalzenem Zustande 
auf Stécken getrocknet wird, und der Klippfisch, welcher eingesalzen 
und auf Felsen getrocknet wird. Ich untersuchte zwei Sorten Stock- 
fisch und eine Sorte Klippfisch. Die Zahlen beziehen sich auf den 
eBbaren Anteil ohne gréBere Grite. Die Resultate sind folgende: 


1. Rodskjaer (Térfisk) Stockfisch, Dorsch, aus Nordland, Norwegen, 
getrocknet, ungesalzen. 


Fischfleisch, ohne Haut ... . . 10100y J im Kilogramm 
DP «sw st ee et et ee ee © 
Piecn mit Hawt .-.....2.. BNWO7 J 
2. Térfisk (Sei) = Stockfisch (K6hler), aus 
Nordland, getrocknet, ungesalzen . . 7700 y J im Kilogramm. 


3. Klipfisk = Klippfisch, Dorsch, aus Arendal, siidliches Norwegen, ge- 
salzen, 22 Proz. NaCl. 
Der Fisch wurde iiber Nacht mit der sechsfachen Menge kalten 


Wassers ausgelaugt. 


Man fand im ausgelaugten Fisch . 7700 y J im Kilogramm 
im wiasserigen Auszug . 790 y J 


Wir wissen von vornherein noch nicht, ob die auBerordentlich 
hohen Jodgehalte durch den Menschen ausnutzbar sind, ob es sich 
nicht vielleicht gréB8tenteils um unresorbierbares Jod handelt. 

Beim Klippfisch wurde in der wisserigen Lésung auf anorganisches 
Jod gepriift und 202 y im Kilogramm gefunden, also nur ein Drittel des 
wasserlislichen oder etwa 3 Proz. des Gesamtjods. Es liegt nahe, an- 
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zunehmen, daB beim Salzen der Fische das anorganische, tiberhaupt 
das lésliche Jod gréBtenteils ausgelaugt wird. 

Ich untersuchte nun den Térfisk Nr. 2 eingehend. Das Material 
wurde in einem Stiick mit der zehnfachen Menge Wasser 16 Stunden 
stehengelassen. Der Riickstand wurde fiir sich untersucht; in der 
wisserigen Lésung wurde eine Trennung in einzelne Fraktionen aus- 
gefiihrt, wie sich dies aus der folgenden Zusammenstellung ergibt. 

Ausgewisserter Fisch. . . . . . . 2500 y J im Kilogramm 
Wasserige Lésung: 
Alkoholunléslicher Teil (geléstes 
a ee a ee ee 
Alkoholléslicher Teil: 


Mit CHCl, aus saurer Lésung extra- 


ee ca a aos « eee SSS 
Anorganisch gebunden . .. . . . L800y J 
Pr eee ean ee 


Summe 7100 y J im Kilogramm 


Des lésliche Jod macht hier 65 Proz. des gesamten! aus, das an- 
organische 23 Proz. oder wieder ein Drittel des léslichen. Dies bestitigt, 
daB beim Einsalzen des Klippfischs wirklich starke Verluste an léslichem 
Jod erfolgt sind. 

Vom anorganischen Jod wissen wir, daB es leicht resorbiert wird 
und sich in aktiver Form im Kreislauf-betatigt. Fiir die verschiedenen 
organischen Jodverbindungen, welche im Fischkérper vorhanden sind. 
miiBte dies erst noch erwiesen werden. Jedenfalls zeigen unsere Resultate, 
daB bei Fischnahrung grobe Jodmengen aufgenommen werden kénnen 


Wenden wir uns nun den Harnuntersuchungen zu. Die Be- 
stimmungsmethode war folgende: 

10 cem Harn werden in einer flachen Eisenschale von 10 em Durch- 
messer mit l ccm gesattigter Pottaschelésung versetzt und vorsichtig 
eingedampft. Man erhitzt bei langsam gesteigerter Temperatur mit 
einem Pilzbrenner allmahlig bis auf etwa 400° (Schmelzpunkt des 
Zinks). Man kiihlt ab, befeuchtet mit Wasser, dampft zur Trockne und 
erhitzt wieder einige Minuten auf die genannte Temperatur. Man 
befeuchtet wieder mit Wasser, setzt einen Tropfen 10proz. Natrium- 
nitratlésung zu und erhitzt nochmals. Die Hauptmenge der organischen 
Substanz ist nun verbrannt, die Hauptmenge des Jods in alkohollésliche 
Form iibergefiihrt. Man extrahiert mehrmals mit Alkohol, lést den 
Riickstand wieder in Wasser, setzt noch einige Tropfen Nitratlésung 
zu und erhitzt nochmals, diesmal etwas héher, bis zur eben beginnenden 
leichten Rotglut bzw. bis der Salzriickstand rein weiB ist. Nun extrahiert 
man wieder mehrmals mit Alkohol, dampft die vereinigten Ausziige 
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in einer Platinschale auf dem Wasserbad ein und gliiht sie schwach 
aber doch deutlich. Es ist von gréBter Wichtigkeit, daB keine un 
zersetzte organische Substanz mehr bleibt. Mancherlei Fehlresultate 
haben mich zu der Uberzeugung gebracht, da® gerade hier ein seh 
wichtiger Punkt fiir das Gelingen oder MiBlingen der Jodbestimmung 
im Harn liegt. Der Harn enthalt Stickstoffverbindungen, wahrscheinlich 
Umwandlungsprodukte der Harnsaure, welche alkoholléslich und schwer 
zu zersetzen sind. Solange sie in Gegenwart von Pottesche mabig 
erhitzt werden, ist keine Gefahr vorhanden, dab ihre Anwesenheit zu 
Jodverlusten fiihrt. Erhitzt man sie aber ohne Alkali, so bilden sie 
fliichtiges Ammoniumjodid; Jodverlust muB also eintreten. Deher mul 
dieses letzte Erhitzen in Gegenwart von Pottasche in geniigender Weise 
erfolgen. Da sich leicht Salzkrusten nach oben biegen und der Er- 
hitzung entziehen, befeuchtet man den Riickstand nochmals mit 
einigen Tropfen Wasser und gliiht nochmals. Man extrahiert nun 
wieder mit Alkohol, dampft ein und fiihrt die kolorimetrische und 
eventuell die titrimetrische Bestimmung in gewohnter Weise aus. 

Die Bestimmungen wurden alle é6fters wicderholt, und zwar wurden 
in jedem einzelnen Falle mehrere Kontrollen unter Zusatz von Jodid 
ausgefiithrt. 

Die Versuchspersonen sind alles Bauern bzw. Nr.2 ein Bauern- 
knecht. Die Kost ist bei Nr. 1 und 2 nicht angegeben; bei Nr. 3 bis 5 
besteht sie aus folgendem: Friihstiick Kaffee und Butterbrot, Mittag 
Fleisch, Kartoffeln, Saftsuppe; nachmittags wie Friihstiick, abends 
Gerstenbrei und Milch. Nr. 6 und 7 erhielten zum Friihstiick Keffee, 
Butterbrot, einheimischen Kise, Konfitiire, mittags Fisch (leicht 
gesalzener Brosme), Kartoffeln, Haferflockensuppe, nachmittags wie 
Frihstiick, abends Gerstebrei und Milch. Bei Nr.8 war die Kost 
folgende: Friihstiick Kaffee und Butterbrot, mittags Fisch (gesalzene 
Pale), Kartoffeln, nachmittags wie Friihstiick, abends Griesbrei. 

Die iibrigen Angaben, sowie die Jodgehalte der Harne finden sich 
in der folgenden Tabelle. 


Jodgehalte von Harnen von Mannern aus Vik i Sogn, November 1926. 





Nr. me Wohnort Arbeit am — Gesundhe tszustand py 
1 45 Tenold leichte Arbeit Verdauungsbeschwerden 
(Bruch) 110 
2 17  Hopperstad wmittelschwere Arbeit ,abgelaufene Gonorrhoe 200 
3 24 Hove leichte Arbeit gesund 180 
4 | 55 = keine Arbeit Verstreckung d. Riickens 140 
5 || 25 a” schwere Arb.. Schwitzen gesund 96 
6 62 Tenold leichte Arbeit ” 240 
7 30 = mittelschwere Arbeit “" 107 
8 50 ‘ leichte Arbeit Dickdarmkatarrh 94 
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Im Durehschnitt betragt der Jodgehalt 146 y in 24 Stunden. Es 
ist dies der héchste Wert, den ich bis jetzt in einer Gegend gefunden 
habe. 

Unsere Tabelle zeigt einige interessante Einzelheiten, welche 
friihere Befunde bestatigen. Vier Werte sind bedeutend niedriger als 
die tiibrigen und unter sich sehr ahnlich. Der niedrige Wert Nr. 5 betrifft 
einen Mann, der am Tage vorher schwere Arbeit leistete und stark 
schwitzte. Ich habe a.a.O.') gezeigt, daB unter diesen Umstinden 
sehr viel Jod durch den SchweiB ausgeschieden wird und daB der Jod- 
gehalt des Harns dabei entsprechend niedriger werden mub. Die ge- 
samte Jodausscheidung mag also hier sehr wohl gegen 200 y betragen 
haben. 

Die Versuchsperson Nr.8 litt zur Zeit der Probeentnahme an 
Dickdarmkatarrh. Es wurde bereits friiher gezeigt (l.c.), daB das 
mit der Nahrung aufgenommene Jod bei schlechter Verdauung nicht 
gut resorbiert wird, sondern gréBtenteils in den Stuhl gelangt. Bei 
Nr. 1 (Verdauungsbeschwerden) mag derselbe Fall eingetreten sein. 
Fiir den vierten niedrigen Wert Nr.7 lat sich aus den vorliegenden 
Angaben keine Erklirung finden. Unter Ausschaltung der drei durch 
aiuBere Umstande erklirbaren niedrigen Werte berechnet sich die 
durehschnittliche Jodausscheidung durch den Harn zu 173 y. Das 
macht ungefaihr viermal mehr aus als die Jodaufnahme durch das 
schweizerische, jodierte Kochsalz, die wir zu 507 KJ oder 40 y J im 
Tage annehmen. 


') Diese Zeitschr. 142, 252, 1923. 





iber tryptische Verdauung. LV. 


Von 
Rudolf Ehrenberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Gdéttingen.) 


(Eingegangen am 13. Februar 1927.) 


Die Untersuchungsreihe'), zu der die nachstehend mitgeteilten 
Ergebnisse die Fortfiihrung bilden, hat als Problemstellung die Frage 
nach den Verinderungen, welche die tryptischen Enzyme mit ihrer 
Wirkung auf das Substrat erfahren und nach dem eventuellen Zusammen- 
hang der Enzymwirkung mit diesen Verinderungen. So war gezeigt 
worden, daB die Konzentration an Enzym nicht nur fiir den zeitlichen 
Verlauf, sondern auch fiir den qualitativen Gang der Proteolyse be- 
stimmend ist, daB bei schwacherer Enzymkonzentration der Abbau 
andere Wege geht als bei stirkerer, erkennbar sowohl an dem Ver- 
haltnis der frei werdenden Aminogruppen zu dem unfallbar gewordenen 
Stickstoff, wie auch an der Bausteinzusammensetzung der dialysabe!l 
werdenden Bruchstiicke. Weiter hatte sich ergeben, daB die Enzym- 
wirksamkeit in einem abklingenden Verdauungssystem, bestimmt 
jeweils in neuem Ansatz mit dem Ausgangssubstrat (Casein), nicht 
fortgesetzt abnimmt, sondern auch voriibergehende Wiederanstiege 
zeigt, nicht zu verwechseln mit dem wellenférmigen Verlauf der Ver- 
dauungsgeschwindigkeit innerhalb ein und desselben proteolytischen 
Prozesses. Ein anderer, mit mannigfach variierter Methodik erhobener 
Befund war der, daB in einem Verdauungssystem der Gehalt an dia- 
lysierfahigem Enzym zunichst mit der Zeit zunimmt — iiber den in 
der gleichen, substratfreien Enzymlésung hinaus —, um im weiteren 
Verlauf bei noch erhaltener hoher Enzymwirksamkeit auf Null ab- 
zusinken, daB andererseits die substratfreie Enzymlésung trotzdem 
in der Dialyse einen gréBeren Wirksamkeitsverlust erleidet als die 
substrathaltige. Es war aus diesen und anderen Versuchen die Méglich- 


1) Diese Zeitschr. 149, 269, 1924; 158, 362, 1924; 161, 348, 1925. 
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keit einer Zunahme der enzymwirksamen Konzentration bei der Ein- 
wirkung auf Substrat (oder manche Substrate) zumindest fiir diskutabel 
erklart worden. Wahrscheinlicher schien diese Annahme weiterhin zu 
werden aus dem — besonders im Vergleich von Casein und Gelatine 
erhobenen — Befunde, daB Vorbehandlung (Verdauung) mit einem 
bestimmten Substrat mehr Enzymwirksamkeit gegeniiber diesem 
iibrig laBt als gegeniiber anderen. Inzwischen ist die Méglichkeit der 
Analyse auch in der hier gewahlten Problemstellung durch die Ergebnisse 
von Willstdtter, Waldschmidt-Leiiz und ihren Mitarbeitern bedeutend 
veférdert worden. Fiir einen Teil der hier angefiihrten Ergebnisse wird 
sich die Fragestellung dahin prizisieren, wie sich die von den genannten 
Autoren getrennten drei Komponenten des Pankreasferments bei 
gleichzeitiger Einwirkung und verschiedenen Gesamtkonzentrationen 
in die Arbeit teilen, und welche Wirksamkeitsinderung jede von ihnen 
dabei erfahrt. Es wird ferner zu fragen sein, ob und welche genetische 
Beziehungen der Komponenten untereinander, eventuell unter Mit- 
heteiligung des Substrats bestehen, eine Méglichkeit, die aus manchen 
der hier erhobenen Befunde plausibel erscheint. 


Diese Ausdehnung der Untersuchung auf Grund jener Forschungen 
steht noch aus, die nachfolgenden Ergebnisse stellen noch Erweiterungen 
der Methodik in anderer Richtung dar, deren Verbindung mit derjenigen, 
die Willstdtter und Waldschmidt-Leitz entwickelt haben, aussichtsvoll 
erscheint, und die zunachst die Fragen der Zustandsinderung der 
Enzyme mit der Wirkungsbestatigung sowie der Konzentrations- 
anderung zuginglicher machen. 


Versuche mit freier Diffusion. 


In DiffusionsgeféBen nach Art der in ,,Ostwald-Luther, Physiko 
chemische Messungen* (3. Aufl., S. 241) angegebenen, die bei einer Lange 
von 17 em etwa 100 ccm faBten, wurden jeweils 20 cem der enzymhaltigen 
Lésungen unter 80cem der Grundsalzlésung (m/15 Phosphatgemisch von 
pu 7,7) geschichtet und in einem groBen Wasserbad bei Tiefkellertemperatur 
~- 10° —- belassen. Dauer meist 8 Wochen. Entnommen wurde am Schluis 
in Portionen zu 20 cem. Es wurden jeweils Reihenversuche von zwei bis 
vier Ansaétzen angestellt, deren Unterschichtlésungen gleiche Ausgangs 
konzentration von Enzym enthielten, im Substratgehalt bzw. der Vor- 
verdauungszeit variierten. Als Enzymspender diente aus dem Glycerin 
auszug von Schweinebauchspeicheldriisen mit Alkohol gefalltes Trocken 
praparat, das nach Aktivierung durch zweistiindiges Digerieren bei 
37° und sechwach saurer Reaktion zu 5g auf 100 cem Phosphatlésung 
24 Stunden ausgezogen, darauf die Lésung filtriert wurde. Als Substrat 
diente Casein-Hammarsten (Merck), in einzelnen Fallen Gelatine. In 
dem am SchluB entnommenen 20er Portionen wurde in vielen Fallen 
Gesamt- sowie Aminostickstoff (Mikrokjeldahl und Mikro-van-Slyke) be 
stimmt, sowie in allen Fillen folgender Verdauungsversuch angestellt: 
5eem der Portion zu li cem 4proz. Casein in der genannten Phosphat 
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lésung, 37°, Proben mit n/10 HCl volumverdoppelt, van Slyke in 1 cem 
(Mehrfachbestimmung). Die Substratkonzentration ist so hoch, daB de: 
Substratzuwachs aus den ,,Portionen’’ als solcher keine Steigerung der 
Aminofreisetzung bedingt, wie Kontrollversuche bestatigten. Die Enzym 
konzentrationen, auch aus den Grundportionen, sind sehr niedrig im Ver 
haltnis zur Substratkonzentration. 

Zunichst seien einige noch nicht weiter verfolgte Beobachtungen 
aus den Diffusionsansitzen mitgeteilt. Sowohl aus den substratfreien 
wie aus den caseinhaltigen (verdautes Casein!) Lésungen stiegen wenige 
Stunden nach der Unterschichtung scharf begrenzte Triibungsringe 
auf und gelangten im Laufe einiger Tage an das obere Ende. Die Ringe 
aus den caseinhaltigen Liésungen waren dichter und stiegen aus den 
konzentrierteren Lésungen friiher auf, so daB die Abstainde wahrend 
des Anstiegs das Verhiltnis der Konzentrationen wiedergaben 
z. B. 4:2:1. 

Aus enzymfreier, unverdauter 8proz. Caseinlésung stieg kein Ring 
auf, wohl aber trat hier, auch unter Beriicksichtigung der Diffusion, 
eine betrachtliche Abnahme des saurefallbaren Caseins, Zunahme des 
freien Aminostickstoffs in 4 Monaten ein, ein Befund, der sich dem 
friiher berichteten der Férderung der Caseinolyse durch Dialyse- 
anordnung anfiigt (Bakterienwirkung wurde in allen Versuchen durch 
Sterilisierung der Casein- und Phosphatlésungen sowie durchgingigen 
Zusatz von 0,3 bis 0,5proz. NaF, wahrend der Verdauung auBerdem 
noch von Toluol ausgeschlossen). 

Die andere Beobachtung wurde bei der Unterschichtung in den 
DiffusionsyefaBen gemacht: diese miBlang in einzelnen Fallen, und zwar 
handelte es sich dabei entweder um caseinfreie Enzymlésungen (ge- 
legentlich) oder um Verdauungslésungen, die nach mehrstiindiger Ver- 
dauungsfiihrung der Dialyse gegen die Grundsalzlésung unterworfen 
worden waren. Hier war der Befund konstant, wenn die Verdauungs- 
dauer die zum Schwinden des saurefallbaren Caseins erforderliche Zeit 
iiberschritten hatte. Die Unméglichkeit der Unterschichtung beruhte 
auf einem niedrigeren spezifischen Gewicht der betreffenden enzym- 
haltigen Lésungen gegeniiber der Grundsalzlésung. In einem vorlaufigen 
Orientierungsversuch ergaben sich jeweils nach der einfachen, doppelten. 
fiinffachen, zehnfachen Verdauungszeit, die zum Caseinschwund be- 
nétigt war, fiir 10 cem Gewichtswerte von: 10 . 1148, 10 . 1105, 10 . 0956, 
10 . 0981 gegeniiber 10 . 1306 der reinen Phosphatlésung und 10 . 2100 
der fallungsfrei gewordenen, nicht dialysierten Verdauungslisung. 


Zuniichst wurden die Diffusionsresultate der substratfreien Enzym- 
lésung mit solecher von verschiedenem Caseingehalt verglichen. Einige 
Vorversuche mit nur drei- bis vierwéchiger Diffusionsdauer waren so an- 
gesetzt worden, daB die Enzymausgangslésung einmal mit der Phosphat-, 
einmal mit 4proz. Caseinlésung 1: 4 verdiinnt, letztere etwa die doppelte 
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Zeit des Caseinschwunds bei 37° belassen wurde. Nachdem dann alle 
Losungen die Temperatur des Wasserbades (etwa 10°) angenommen hatten, 
wurden die DiffusionsgeféBe gefiillt. In allen nachfolgenden Tabellen 


werden die 20-cem-Schichten nach der Entnahme von unten nach oben 
mit I bis V gezahlt, I ist also die Diffusionsmutterlésung. Bei den Analysen- 
werten der Schichten bedeutet jeweils die erste Zahl den Gesamt-, die 
zweite den Aminostickstoff im Kubikzentimeter; wenn nur eine Zah! 
angegeben ist, bezeichnet sie den Aminostickstoff. Die Verdauungsversuche 


Tabelle I. 





2 Wochen Diffusion. Lésung 1 caseinfrei, Lésung 2 4 Proz. Casein. 
Analysenwerte Verdauungsversuch 
I ll it 
I Il Ill 
1 2 1 2 1 2 
4 46 36 4 Std. . 0 4 0 0 0 0 
Losung | am , 
‘ 4 l 24, - 1 8 0 | 0 0a 
° 364 72 0 i1@ .. 16 24 10 23 0 0 


" 1389s 40 2 
Die Zahlen zu den Querspalten des Verdauungsversuchs bedeuten 


Stunden. 


Tabelle II. 


4 Wochen Diffusion. Lésungen wie unter I. 





Analysenwerte Verdauungsversuch 
I II il 
I Il Hi 
1 2 1 2 1 2 
Laoune 1 52 48 36 4 St& . 19 25 11 q 5 3 
ae 166 3 ie . 30 | 52 22 31 ot) 5 
9 396 156 5/48... DO 67 
od 7 116 50 2 


Tabelle 111. 


8 Wochen Diffusion. Lésungen 1, 2, 3, 4: 6, 4, 2, 0 Proz. Casein. Verdauung 
bis zum Caseinschwund in bzw. 6, 4'/, und 2 Stunden. 


Analysenwerte. 





I TT TT IV V 

Lésung 1 318 280 136 72 50 
—s 99 85 46 16 8 
are 238 174 96 58 48 

ad r, 74 53 28 10 7 

3 134 106 78 58 54 

™ ‘ 44 30 19 7 6 
80 76 56 38 32 


2 12 6 4 0 
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Verdauungsversuch. 





I Il nT IV Vv 

1 2 3 4 1 2 3 a 1 2:3/)4 1 2,3/)4 1 2 3 4 

8 Std. | 25 27 32 26/19/20 23 23) 8 2 5: 9)1/;0)|5 4150 0 8:0 
s 32 36 46 36/27/27 32 26110' 7 9:11/3';2)}8 50 8.5/6 
48 , 34 38 48 40/29/32 45 36°14 20 18 21':6'6/1110 4 6 7 3 


sind angesetzt mit 5cem der Schichtlésung auf 15 cem 4proz. Caseins, dix 
Entnahmen wurden zu gleichen Teilen mit n/!0 HCl versetzt und in je 
l cem dieser Lésung der Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt, in den 
Tabellen ist der freigesetzte Aminostickstoff wie der Kjeldahlstickstoff in 
Hundertstel Milligramm angegeben. 

Bei Betrachtung dieser Werte, die durch einen parallelen Versuch 
bestétigt wurden, sind am auffalligsten die gegeniiber der substrat- 
freien Enzymlésung erhéhten Verdauungswerte der 2 proz. caseinhaltigen 
Lésung. Setzt man — ohne damit der Erklarung vorzugreifen — den 
gesamten Enzymgehalt der Diffusionsréhren der Gesamtproteolyse 
aller fiinf Schichten proportional, so ergeben sich, je nach Verdauwungs 
zeit, diese Zahlen: 





8 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 
1 2 3 4 1 2 a 1 2 3 4 
53 49 68 62 72 75 100 78 87 102 129 110 


Diese Vergleichsreihe zeigt folgendes: Der relative Vorsprung von 
Lésung 3 gegeniiber 1 nimmt zu, prozentisch errechnet von 22 iiber 28 
auf 32,5, der gegeniiber 2 nimmt ab von 28 iiber 25 auf 21, der gegen 4 
nimmt erst zu von 7 auf 22, dann ab auf 15. Eine Erklarung, die erst 
auf Grund weiterer Befunde méglich werden wird, hat wohl in der 
Richtung des Resultierens von Hemmungswirkungen und Verteilung 
auf die Enzymkomponenten zu gehen. 


Von Interesse ist es weiterhin, die prozentische Verteilung des 
gesamten Enzymgehalts auf die Diffusionsschichten — wieder unter 
der vorliéufigen Voraussetzung der Proportionalitaét zum Proteolysen- 


Tabelle 1V. 





8 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 


bor a 3 4 1 2 Coes ek 2 T © 





I 47 DD 47 43 45 48 46 46 39 37 37 36 
ll 36 41 34 37 39 36 32 33 33 31 35 33 

F 13 14 9 MW) 14 16 20 14 19 
1\ 2 0 7 7 2 3 8 7 7 6 9 q 
V 0 0 D 0 0 4 5 0 a) 6 2 5 
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Gesamtstickstoff Aminost.ckstoff 

1 2 3 4 1 2 3 4 
I 37 39 32 29 39 48 42 a) 
ll 33 29 25 27 33 31 28 8) 
lll 16 16 20 20 is 16 18 ik 
I\ 8 10 12 14 6 6 7 12 
\ 6 s 11 10 4 4 > 0 

wert unter den Lésungen und mit der Stickstoffverteilung anzu- 


stellen: 

Die Tabelle IV lehrt, daB die prozentische Verteilung des Enzyms 
auf die Schichten mit zunehmender Verdauungsdauer immer gleich- 
formiger fiir alle vier Lésungen wird, und daB sie zugleich der Stickstoff- 
zumal der der Aminostickstoffverteilung auf die Schichten ahnlicher wird 
Ohne eine ins einzelne gehende Analyse schon zu versuchen, sei doch auf 
einige auffillige Beziehungen hingewiesen. Die Lésungen der mittleren 
Caseinkonzentrationen, 2 und 3, zeigen in Schicht III eine betrachtliche 
Zunahme des prozentischen Anteils mit der wachsenden Verdauungszeit 
wihrend 1 und 4 fast konstant sind, besonders auffallig ist der starke 
Abfall von II auf III] in 2 und 3 nach 8 und 24 Stunden. Dabei hat 3 
in IV und V bereits betrachtliche Wirkung. Man hat den Eindruck, 
da8 in diesen Lésungen zwei Sorten von Enzym verschiedener Teilchen- 
gréBe nebeneinander diffundieren, daB die absolute Konzentrations- 
erhéhung in 3 gegeniiber den anderen beide Sorten betrifft, aber die 
teilchengréBere zu einem héheren Anteil, und daB in 2 dieser noch mehr 
iiberwiegt. 

Das zentrale Problem — im Zusammenhang der eingangs gegebenen 
Problemstellung — war das, ob die scheinbare Zunahme der Enzym- 
konzentration in der substrathaltigen Lésung gegeniiber der substrat- 
freien eine tatsichliche sei, ob also zugleich mit der Wirkung auf das 
Substrat wirklich enzymwirksame Teilchen neu entstiinden. Eine 
Erklirung durch Fortfall von Hemmungen, wie sie Wéillstdtter fiir die 
von ihm beobachtete scheinbare Zunahme bei Adsorptionsbehand- 
lungen angibt, kommt hier nicht in Frage, da ja vielmehr hemmende 
Substanzen hinzukommen (Northrop). Wohl aber kénnte es sich ent- 
weder um eine ,,Aktivierung“ handeln oder auch um eine andere Ver- 
teilung auf die einzelnen Komponenten des Enzyme. Eine allgemeine 
Aktivierung ist schon nach den mitgeteilten Befunden unwahrscheinlich, 
lie Diffusionskurven sprechen dagegen (3 und 4 sind zunichst besonders 
verschieden), eine andere Verteilung auf die Komponenten ist mit der 
Angleichung der Diffusionskurven gegen Ende der Proteolyse weniger 
gut vereinbar, wiirde zudem doch eine echte Konzentrationszunahme 
einzelner Komponenten, sei es aus den anderen oder aus dem Substrat, 
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rsuchsreihen _ stellen 


und 


schiedener Verdauungszeiten dar. 


8 Wochen Diffusion. 


Tabelle V. 


Substratkonzentration, 


aber 


Hier werden die im Gange befindlichen vergleichenden 
Verdauungsversuche mit verschiedenen Substraten weiterfiihren. 
Vergleiche 


Die 
zwischen 
ver- 


Vier Roéhren, unterschichtet je 20 cem (5 cem Enzym 


15 cem 4proz. Casein), 1. 14/,, 2. 3, 3. 6, 4. 12 Stunden bei 37° verdaut, 


Caseinschwund nach 3 Stunden. 


Analysenwerte. 





ee ee OY ene 


ol! ata a 








I If lt IV vV 
304 186 86 
Rohre 1 90 47 20 7 5 
. 304 186 86 34 28 
2 & 96 4 22 7 
3 280 180 Ys 36 28 
ae 117 56 24 10 6 
4 282 182 100 40 30 
» 101 65 33 8 5 
Verdauungsversuche. 
I Il I IV Vv 


rl2isielala2it3 





8 Std. 26/33/26: 30 25:30 27/22 4° 5 6) 1134 1 0 0141'0/1 0 
s ~« 49\ 44/43/41 39 46 36/43 10 1117)15)5 3 2 3/3,/4/3 3 
48 . 52/56/58 56 438 48 53/51 12 17 22;20'6 6 7 8 (5 6°53 6 
Gesanmtproteolyse der Diffusionsréhyen. 
8 Stunden 24 Stunden 48 Stundcn 
" 1 3 : a oe 4 oa i 3 xz a 1 _ 3 4 
60 | 68 60 53 106 108 ~= 101 105 | 118 | 1388 143 | 141 


Zur Deutung dieser Versuchsreihe ist zu _ beriicksichtigen, dab 
nach friiheren Versuchen die reversibel hemmenden Stoffe (Northrop) 
nur die Proteolyse der ersten Phase verlangsamen, nicht aber die Aus- 
beute bei langerer Dauer vermindern, welche also — ceteris paribus — 
als Ausdruck der gesamten Enzymkonzentration angesehen werden 


kann. Dann ergibt sich, daB mit der Dauer der Verdauung (vor dem 


1) Das Massenverhiltnis des freigesetzten Aminostickstoffs zu dem 


Gesamtstickstoff liBt, zumal in den oberen Schichten, wesentlich nur die 
eigentliche Protease (Kinase-Trypsin) wirkend erscheinen (vgl. Waldschmidt- 
Leitz, Ber. 59, 3000ff.). 
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Diffusionsansatz) die Enzymkonzentration steigt, zunichst nur er- 
kennbar an dem Vorsprung von 2 vor 1. Die langer vorbehandelten 
Lésungen bleiben zunichst zuriick. DaB dieses Zuriickbleiben aber auf 
der Wirkung der vermehrt gebildeten hemmenden Stoffe beruht, daB 
die wahre Enzymkonzentration auch in ihnen noch weiter angestiegen 
ist, zeigt ihr Vorauseilen gegeniiber 2 und erst recht gegeniiber 1 nach 
48 Stunden Versuchsdauer. 
Die prozentische Verteilung auf die Schichten ergibt: 


Tabelle VI. 








8 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 
I 43 49 43 58 46 41 43 39 45 42 41 40 
ll 42 44 45 41 37 43 36 41 37 36 37 36 
Ill 7 6 10 1 9 10 17 14 10 13 15 14 
l\ 7 1 0 0 5 3 2 } 5 5 5 6 
\ 1 0 2 0 3 3 2 3 3 4 2 4 
Gesamtstickstoff Aminostickstoff 

1 wie 2 3 4 1 2 3 4 

| 48 45 44 53 53 nD 48 

Il 29 29 29 28 29 26 30 

lll 14 16 16 12 12 11 16 

lV 5 6 6 4 4 a) 4 

V 4 4 5 3 2 } 2 


Aus der prozentischen Verteilung des Stickstoffs ist zu ersehen, 
daB die Diffusionsmethode geeigne’ erscheint, den Fortgang der Ver- 
dauung weiter zu analyvieren. So hat der Gehalt an freien Amino- 
gruppen von 3 zu 4 nicht zugenommen — 213 und 212 —, wohl aber 
hat sich die Verteilung im Sinne der Diffusionsrichtung geandert, ein 
Zeichen, da8 doch ein Fortgang der Aufspaltung stattgefunden hat. 
DaB bei der Verdauung mit schwacher Enzymkonzentration Strecken 
des Stillstandes der Aminowerte auftreten, ist eine stets zu machende 
Beobachtung. Wenn sie bei der Titration der Carboxylgruppen nicht 
in gleicher Weise zu finden ist, so kann das ja auf das Freiwerden von 
Amino- bzw. Iminogruppen beruhen, die von der van Slyke-Methode 
nicht erfaBt werden. Umgekehrt hat von 2 auf 3 eine betrichtlichere 
Aminofreisetzung stattgefunden, die prozentische Verteilung hat sich 
aber entgegen der Diffusionsrichtung verschoben. 

Die prozentische Verteilung der Enzymwirkungen zeigt wiederum 
die Angleichung unter den vier Verdauungssystemen bei protahierter 
Proteolyse, aber auch dann noch gréBere Verschiedenheit gegeniiber 


Biochemische Zeitschrift Band 184. 7 





98 R. Ehrenberg: 


der Stickstoff- und Aminoverteilung. Zu konstatieren ist ferner eine 
Zunahme der Diffusibilitat mit der Vorverdauungsdauer (48-Stunden- 
Reihe). Auffa)lig ist die scheinbare Paradoxie, daB in einigen Fallen 
Schicht II die gréBere Wirksamkeit hat als |. Dazu ist folgendes zu 
beachten: Das inverse Verhelten tritt in keinem Falle bei 48stiindiger 
Verdauung auf, es hangt also mit den Hemmungen zusammen, vielleicht 
auch mit einer durch die Diffusion geinderten relativen Komponenten- 
zusammensetzung des Enzyms. Vielleicht kann da die Beobachtung 
weiterfiihren, daB da, wo nach 8 Stunden der Abfall von I zu IT fast 
fehlt oder invertiert ist, er nach 24 Stunden relativ groB ist, und um- 
gekehrt. 
Tabelle VII. 

8 Wochen Diffusion. Fiinf Réhren, unterschichtet je 20 cem (5 cem Enzym 

15 cem 4proz. Casein), 1. 1, 2. 2, 3. 4 Stunden bei 37° verdaut, Casein- 
schwund nach 2 Stunden. la. wie 1, 2a. wie 2. nur mit dem Unterschied, 
daB die Lésungen nach Schlu8 ihrer Verdauungszeit 24 Stunden gegen 

mehrfach gewechselte Phosphatlésung dialysiert hatten. 


Aminowerte. 





Rohbre 1. . 65 
2 64 

658 

17 

20) 


Verdauungsversuche. 





Il 


u 


14 
44 





2a : la 
18 11 y 6 | 0 


37 30 2 16 6 
48 40 2! 24 10 


Gesamtproteolyse der Réhren. 





8 Stunden 


24 Stunden 48 Stunden 


2/3/10 a. S 3 20 || 1 2 3 | te 


47 | 51 | 33) 39) 94) 107 | 121 102 90) 111 «138 145 133 
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Der Versuch zeigt — hier von Anfang an') — die iiberlegene 
Wirksamkeit der lingere Zeit vorverdauten Lisungen, Varianten wie 
das relative Zuriickbleiben von 2 in I] mit nachfolgendem Vorauseilen 
in III deuten auf die Variabilitat der enzymatischen Teilchen hin. Die 
Kombination mit der Dialyse verspricht weitere Aufschliisse in dieser 
Richtung wie auch in der Erkenntnis der hemmenden Stoffe, ent- 
sprechende Versuche sind im Gange, auf die Diskussicn sei daher noch 
verzichtet. 

Da bei dem Vergleich verschiedener Caseinkonzentrationen sich 
die niedrigeren und bei dem der Vorverdauungsdauern sich die langeren 
als férderlicher fiir die Enzymwirksamkeit erwiesen hatten (Versuche 
mit héherer Konzentration und noch gréBerer Dauer sind im Gange), 
so wurde ein Versuch mit geringer Caseinkonzentration und verschiedenen 
Dauern angesetzt, eine Anordnung, die sich in der Tat als besonders 
giinstig zur Untersuchungsfortfiihrung erwies. 


Tabelle VIII. 


8 Wochen Diffusion. Vier Réhren, unterschichtet 20 cem (5 cem Enzym 


15 cem lIproz. Casein), Caseinschwund 20 Minuten. 1. Caseinfreie 
Vergleichslésung 5ccm Enzym + 1l5cem Phosphat), 2. '/,, 3. 1), 


4. 24 Stunden vorverdaut bei 37°. 


Verdauungsversuche. 





I TT Il IV Vv 

ri2 3 ia@hal2ilaiahalaisie alalsie .ajlais3ie 

8 Std. 40 40/46 47/33/41 34 36 9 721152 2 1! 6/0 0'0  O 
, 51 50 61 55) 438/50 41 47 23:13 30 21 2 3:£1/10/0 0/0) 6 
 « 61 57 70 70) 52,54 59 53 28 30 37 82 7 4°9/22)5 4/0 12 


’ 
Gesamtproteolyse der Réhren. 





S Stunden 24 Stunden 48 Stunden 


1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 
84 90 102 104 119 116 133 139 153 149 177 Iso 


Tabelle IX. Prozentische Verteilung auf die Schichten. 





8 Stunden 24 Stunden 48 Stunden 
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 
I 48 45 45 45 43 43 46 40 40 38 40 37 
Il 40 45 33 35 36 438 31 34 34 36 33 27 
Ill 10 8 21 14 19 11 22 15 18 20 22 17 
IV 2 2 | 6 2 3 l 7 D 8 5 13 
V 0 0 0 0 0 0 0; 4 3 3 0 6 


1) Im Vergleich zu dem voraufgehenden Versuch sind die Vorver- 
dauungszeiten kiirzer. 
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Die Weutung der Versuchsergebnisse erscheint leichter als im 
Falle héherer Substratkonzentration, die Einwirkung der hemmenden 
Stoffe macht sich offenbar weniger bemerkbar. Zunichst wiire die 
Frage zu erértern, ob die scheinbare Konzentrationszunahme des Enzyms 
lediglich ein Substratschutz des in der substratfreien Lésung mit der 
Zeit an Wirksamkeit verlierenden Enzyms sei. Abgesehen davon, dai 
die substratfreie Lésung nie auf einer héheren Temperatur als 10)" 
sich befand, bei welcher Temperatur sie sich — ohne Diffusion 
kaum verandert, so wiirde mit diesen Versuchsergebnissen der ziemlich 
undefinierte Begriff des Substratschutzes einen verstandlichen Inhalt 
bekommen. Das Gleichbleiben (geringe Abnehmen) von | auf 2 bezeugt 
zudem, daB es sich nicht um eine einfache, rein zustandliche Konser- 
vierung des Enzyms durch das Substrat handeln kann. Andererseits 
kann aber auch das Ausgangsenzym in der Diffusionsanordnung nicht 
unverandert geblieben sein, denn der Vorsprung an Enzymkonzentration, 
den die langer vorverdauten Lésungen zunachst haben kénnten, miiBte 
von den anderen wihrend des Verdauungsversuchs nach der Diffusion 
eingeholt werden, da sie ja die gleiche Ausgangszusammensetzung 
haben. AuBerdem gewinnt man aus den Versuchen mit den héheren 
Caseinkonzentrationen den Eindruck, daB die scheinbare Enzym- 
anreicherung keineswegs mit der Substratkonzentration, ihr pro- 
portional zunimmt, wenn auch die Verhaltnisse dort durch die Hemm- 
stoffe kompliziert werden. 

Lassen sich nun — abgesehen von der scheinbaren Konzentrations- 
zunahme — noch weitere Anze’chen finden, welche die Annahme 
stiitzen, daB die enzymatische Wirksamkeit ihren substanziellen Trager 
im Laufe der Wirkungsiibung andert? Ich meine, daB gerade der letzte 
Versuch solehe Anzeichen bietet. Die Tabelle der prozentischen Ver- 
teilung zeigt, daB die Diffusibilitat des Enzyms von | auf 2 abnimmt, 
von 2 auf 3 wieder ansteigt und in 4 sogar iiber die der Ausgangsenzym- 
lisung betrichtlich hinauswichst. Wenn der Gang von | auf 2 mit 
der Annahme einer Enzymsubstratbindung verstiandlich erscheint, 
so der von 2 auf 3 schon kaum mehr, und der von 3 auf 4 nétigt zu 
der Annahme eines gegeniiber dem Ausgangsenzym_ verkleinerten 
Wirkungstriagers. Zugleich aber mit diesem Gang auf 3 und 4 nimmt 
die scheinbare Enzymkonzentration zu. 


Wenn aber die substratfreie Ausgangsenzymlésung diese Fahig- 
keit, in Gegenwart des Substrats unter Anderung der TeilchengréBe 
sich anzureichern, verloren hat, wihrend der Dauer der Diffusion, so 
mu diese Fahigkeit an einen voriibergehenden Zustand des Enzyms 
gekniipft sein. Andererseits steigt die scheinbare Enzymkonzentration 
mit der Dauer der Vorverdauung zuniichst noch an, wofiir die nichst- 
liegende Erklirung — unter Vermeidung der Annahme einer echten 
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Vervielfachung des Enzyms — die wire, da8 die gesamte Wirkfahigkeit 
des Enzyms der Ausgangslésung sich erst innerhalb eines Zeitablaufs 
aktualisiert. Hier wird das Diffusionsexperiment die Entscheidung 
bringen kénnen. Wenn die geschilderte Anschauung richtig ist, so mu 
es fiir jede Enzymkonzentration eine optimale Substratkonzentration 
und Vorverdauungsdauer beziiglich der Diffusionsausbeute geben, und 
diese Daten miissen sich fiir relative Enzymkonzentrationen in be- 
stimmter Reihe ordnen. 

Die aus den Versuchen gefolgerte Annahme einer zeitlichen Akti- 
vierung des Enzyms zur ,,Anregung“ im Sinne der Diffusionsausbeute, 
seiner fortgehenden Zustandsinderung also mit Ausgang in die irre- 
versible Inaktivitat, macht manche weitere Erscheinungen verstandlich. 
So die Beobachtung, da bei gleichzeitiger Gegenwart zweier Substrate 
(Casein und Gelatine) in Konzentrationen, die jede das Maximum der 
Proteolysierbarkeit fiir die bestimmte Enzymkonzentration und Zeit 
darstellen, die tatsiichliche Proteolyse die Summe beider Maxima ist. 
Wenn beiden Substraten verschiedene Stadien der Enzymzustands- 
ainderung adiquat sind, so ist die Beobachtung nicht absonderlich, es 
sind ja zweifellos die verschiedenen Zustandsformen nebeneinander 
in der Lésung. 

In einem Versuch wurde die Diffusion aus substrat- und enzym- 
reicherer Liésung iiber 16 Wochen in Gang gelassen: 


Tabelle X. 


8proz. Casein, 40 ccm + 10 cem Enzymlésung (etwa doppelt so wirksam 
wie in den anderen Ansitzen), davon 20 cem unterschichtet. 





Aminowerte. 
I TT ll IV Vv 
157 117 79 47 24 


Verdauungsversuche. 





I Il il IV V 
8 Std... 42 38 8 1 
eae 70 65 55 12 7 
ae 77 75 63 22 8 


Die Frage, wie sich andere Substrate verhalten, ist in einigen Vor- 
versuchen mit Gelatine angegangen worden. Die Vorverdauung der 
Gelatine durch die Enzymlisung wurde jeweils bis zur Konstanz der 
DurchfluBgeschwindigkeit im Ostwaldschen Viskosimeter durchgefiihrt, 
die Verdauungsversuche nach der Diffusion mit Casein wie in den vor 
anstehenden Versuchen angesetzt. 
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Tabelle XI. 


4 Wochen Diffusion. Je 20 cem unterschichtet, 1. gelatinefrei, 2. 4 Proz. 
Gelatine, gleiche Enzymkonzentration. 


Stickstoffwerte. 





S6 454 48 136 36 48 


Verdauungsversuche. 





I Il Th 
ee a 1 2 Ais 2 
OR. is) ae 16 24 10 11 0 1 
a: <. ee 32 40 24 19 4 2 
= « Sead 43 47 31 27 6 6 


In diesem Versuch sind also die Gesamtproteolysen beider Ansitze 
gleich, in den bisherigen Versuchen mit laingerer Diffusionsdauer und 
verschiedenen Substratkonzentrationen ergaben sich Differenzen in 
der 48-Stunden-Ausbeute zugunsten der gelatinereicheren, in den 
Anfangswerten im gegenteiligen Sinne. 


Anhang. 


Nachstehend sei noch eine Versuchsreihe mitgeteilt, deren Methodik 
darauf abzielte, weiteren AufschluB iiber die Veranderung der Enzym- 
wirkungsart durch Zustandsanderung wihrend der Verdauung zu erlangen. 
Es wurde einmal der Aminostickstoff neben dem mit Gerbsiaure nicht 
fallenden Gesamtstickstoff bestimmt, auBerdem jeweils ein Quantum des 
Verdauungsgemisches im Uberschu8 von Pottasche verkohlt und die Me- 
thylenblauadsorption der Kehle kolorimetrisch gemessen'). Es wurden zwei 
parallele Versuchsreihen angesetzt, deren Enzymgehalte sich wie 1: 10 
verhielten, der Ausgangssubstratgehalt war 4 Proz. Casein. Nach 
24stiindiger Verdauung bei 37° wurde ein Quantum des Verdauungs- 
gemisches gegen die mehrfach gewechselte Grundsalzlésung (Phosphat- 
gemisch von py 7,5) 24 Stunden dialysiert, dann mit dem gleichen Volumen 
4proz. Caseins nochmals 24 Stunden verdauen lassen, abermals dialysiert 
und mit 4proz. Casein zu gleichen Teilen und in einer anderen Portion 
mit 5proz. Gelatine ebenfalls 1: 1 zur Verdauung angesetzt. Die Amino- 
werte entsprechen lcem der Lésung, ebenso sind die Werte des nicht 
fillbaren Stickstoffs auf lecem berechnet in Hundertstel Milligramm, 
gefaillt wurde leccm der Lésung mit 2cem des Hedinschen Gerbsaure-. 
reagens. 


') Siehe ,,Adsorptionskohle als Kolloiddiagnosticum“, diese Zeitschr- 
161, 339, 1925. 
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A. Héherer Enzymgehalt. 
Antangsverdauung Endverdauung Casein Endverdauung Gelatine 
NH, | Na | Ad. | NH, | N, | Ads. | NH, Ny | Ads 
20 Min. 40 0 20 6 0 19 l 0 20 
1 Std. . 72 0 25 11 4 20 3 0 20 
So © 18 6 15 5 0 19 
wi a 85 127 24 30 31 7 10 
= « 131 240 21 46 96 13 22 6 14 
B. Niedrigerer Enzymgehalt. 
Anfangsverdauung Endverdauung Casein Endverdauung Gelatine 
NH, | Nz | Ads. NH, | Nz | Ads. NH, Nz | Ads 
2 im. .. 34 0 21 0 14 19 l 0 17 
ff aa 36 0 22 0 24 15 1 0 15 
Sar | 40 14 l 4 15 
ehh Far 52 0 20 4 60 1 4 
- «is 79 180 23 1S 64 14 2 34 15 


Die beiden Versuchsreihen zeigen in gleicher Weise einen Unterschied 
im Verdauungsgang der Ausgangs- und der Endlésungen. Wahrend in 
den ersteren die Aminowerte bis zu etwa dem gleichen Betrage in beiden 
Versuchen ansteigen, ehe der unfallbare Stickstoff dann aber be- 
trachtlich zunimmt, ist in den Endverdauungen ein gleichmaBigeres 
Ansteigen der Stickstoffwerte festzustellen, und zwar relativ zu den Amino- 
werten um so mehr, je geringer deren Zunahme im ganzen bleibt. Auch die 
Adsorptionswerte der Kohlen zeigen in den Anfangs- und Endversuchen 
den ersteren eher zunehmend, in den letzteren 


verschiedenen Gang, in 


deutlich abnehmend. 

Diese Versuche kénnen natiirlich nur die Wahrscheinlichkeit einer 
Wandlung in dem Enzymcharakter aufzeigen, zu einer Analyse reic'ien 
sie nicht hin. 


Zusammenfassung. 


Die Methode der freien Diffusion aus tryptischen Verdauungs- 
gemischen ist geecignet, um Aufschliisse tiber den Gang der Proteolyse 
und die Anderungen in Wirksamkeit und Zustand des Enzyms zu 
erhalten. 

Dabei ergab sich, daB in einer Trypsin-Caseinlésung mabiger 
Konzentrationen (1 bis 2 Proz. Casein) eine scheinbare Konzentrations- 
zunahme des Enzyms eintritt, die mit der Dauer der Vorverdauung 
zunachst wichst. Mit der Vorverdauungszeit nimmt dabei die Diffusi- 
bilitat des Enzyms anfangs ab, dann zu, und zwar bis iiber die der 
Ausgangsenzymlésung hinaus. 

Auch in héheren Caseinkonzentrationen sind die gleichen Verande- 
rungen festzustellen, nur im Gesamtausma8 beeintrachtigt durch die 
vermehrte Bildung hemmender Stoffe aus dem Substrat. 
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Die Annahme eines Zerfalls von Enzymaggregat zu kleineren 
wirksamen Teilchen gibt keine Erklirung der Beobachtungen, vielmehr 
mu angenommen werden, daB das Enzym an der Fahigkeit, in Be. 
riihrung mit dem Substrat eine scheinbare Konzentrationszunahme bei 
gleichzeitiger Teilchenverkleinerung zu erfahren, mit der Zeit einbiibt 
Bei kurzer Vorverdauungsdauer tritt zwar eine Enzymsubstratbindung 
zu gréBeren Teilchen ein, aber keine scheinbare Konzentrationszunahme. 
Es hat den Anschein, als ob die Fahigkeit des Enzyms, sich an Substrat 
zu binden und aus der Bindung weiterhin wirksame (aber kleinere) 
Teilchen wieder hervorgehen zu lassen, eine in Anfang und Ende zeitlich 
begrenzte Phase innerhalb der Gesamtlebensdauer des Enzyms sei 

Nach noch nicht abgeschlossenen Versuchen scheint es weiter 
so zu sein, daB die enzymwirksamen Teilchen bei noch linger fort- 
gesetzter Verdauung wieder an GréBe zunehmen. 
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Die fliichtigen Stoffe der Nahrungsmittel. 
Von 
J. Konig und W. Schreiber. 
( Mitteilung aus der Landwirtschaftlichen Versuchsstation in Miinster i. W.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1927.) 


Die von den verschiedensten Seiten beobachtete Erscheinung, daB 
vitaminhaltige Nahrungsmittel durch Aufbewahren, Trocknen, Er- 
hitzen und Kochen in ihrer Wirkung als Schutzmittel gegen die Mangel- 
krankheiten (Avitaminosen) eine EinbuBe erleiden, legt die Frage nahe, 
ob diese Nahrungsmittel etwa fliichtige organische Stoffe enthalten und 
welcher Art diese sind. Nach einigen unterrichtenden Vorversuchen 
mit Fr. Bartschat') konnten durch Erhitzen unter Durchleiten von 
Luft oder Kohlensiure in verschiedenen Nahrungsmitteln in der Tat 
deutliche Mengen fliichtiger, reduzierender, organischer Stoffe nach- 
gewiesen werden. Ich habe dann diese Versuche gemeinschaftlich mit 
W. Schreiber in umfassenderer Weise fortgesetzt, und mégen die bisherigen 
Ergebnisse auch hier kurz mitgeteilt werden. 


I. Ausfiihrung des Verfahrens. 


Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, da8 die Nahrungs- 
mittel im natiirlichen — ndétigenfalls im zerkleinerten — Zustande oder 
nach vorherigem Trocknen oder Kochen in einem geriiumigen, 3 Liter 
fassenden Rundkolben im Paraffinbad auf 98 bis 100° erhitzt und die 
entwickelten Gase mittels eines Stickstoffstroms unter vorherigem Kiihlen 
durch eine ammoniakalische Silberlésung —- 24proz. Ammoniak und 
Silberoxyd (Ag,O EH. Merck) — geleitet wurden. Wir wahlten Stickstoffgas 
zum Durchleiten, weil dieses von den iiblichen zu diesem Zwecke an- 
gewendeten Gasen am indifferentesten ist und daher etwaige Umsetzungen 
bei langerem Durchleiten am sichersten ausschlieBt. Das Stickstoffgas 
wurde behufs Reinigung zuerst durch eine mit Manganchloriir versetzte 


1) Vel. J. Konig, Zeitschr. f. Untersuchung d. Nahrungs- u. GenuBm. 
50, 12, 1925; desgleichen J. Kénig und W. Schreiber, ebendaselbst 53, 


1. 1927. 
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alkalische Fliissigkeit'), darauf durch ammoniakalische Silberlésung — 
dieselbe, welche zur Absorption der fliichtigen Stoffe diente und zuletzt 
durch eine Bimssteinschicht geleitet, die mit verdiinnter Schwefelsiur 
getrinkt war. Der Destillationskolben stand 5e¢m iiber dem Boden des 
Paraffinbades, um ein Anbrennen der zu erhitzenden Stoffe zu verhiiten. Das 
Gaszuleitungsrohr reichte bis nahezu auf den Boden des Destillations 
kolbens, das austretende Gas ging durch ein nahe unter einem Gummi 
pfropfen miindendes Ableitungsrohr zundchst durch einen vorgelegten 
Liebigschen Kiihler und weiter durch ein System von vier mit mehreren 
Kugeln versehenen Peligotsachen Réhren, die mit der ammoniakalischen 
Silberoxydlésung gefiillt waren. Die zwei ersten Peligotschen Réhren blieben 
unerwarmt, die dritte wurde in einem Wasserbad auf 45 bis 50° erwarmt, 
waihrend das vierte Rohr als Kontrollrohr diente. Letzteres zeigte bei 
allen Versuchen entweder keine oder nur mehr eine schwache Redukticn 
der Silberlésung. 


Durch die ammoniakalische Silberlisung wurden gebunden: 
Kohlensdure, Schwefelwasserstoff, Mercaptan, Phosphor baw. Phosphor- 
verbindungen baw. oxydiert: verschiedene fliichtige Aldehyde (Form-, 
Acetaldehyd und andere), sowie sonstige fliichtige, reduzierende 
organische Stoffe. Die ersten drei durch Erhitzen der natiirlichen oder 
der durch Alkali zersetzten Nahrungsmittel auftretenden fliichtigen 
Stoffe sind bereits von F. Niemann®) und M. Rubner*) nachgewiesen, 
der Nachweis der sonstigen beim Erhitzen der natiirlichen Nahrungs- 


mittel auftretenden fliichtigen Stoffe auf Kochtemperatur diirfte 
unseres Wissens neu sein. Zur Trennung und quantitativen Bestimmung 
der fliichtigen Stoffe verfuhren wir in folgender Weise: 


Die Vorlagen, von denen bei der Destillation vitaminhaltiger Nahrungs- 
mittel die erste, kalt gehaltene, mitunter, die dritte, erwarmte, neben aus- 
geschiedenem schwarzen oder braunen Niederschlag meistens einen Silber- 
spiegel zeigte, wurden zuniéchst im’ Wasserbad auf 50° erwirmt, wobei 
dey vorhandene Niedeyschlag wie Silberspiegel in der Regel noch vermehrt 
wurden, dann erkalten gelassen. Nach lingerem Stehen wurde der Inhalt 
aller vier Vorlagen durch ein Asbestfilter in einen Goochtiegel filtriert und 
das Filter mit ausgekochtem Wasser ausgewaschen. Der nach dem Nach- 
spilen mit Ammoniak an den Wandungen haftende Silberspiegel wurde 
durch Salpetersiure (1,2) gelést und die Lésung fiir sich aufbewahrt, um 
spater mit der Silberlésung aus dem Silberniederschlag nach Aufarbeitung 
desselben vereinigt zu werden. Diese Aufarbeitung, sowie die des ammonia- 
kalischen Filtrats, welches die Kohlensiure und die Oxydationserzeugnisse 
der fliichtigen organischen Stoffe enthielt, geschah in folgender Weise: 


a) Der Silberniederschlag, der auBer metallischem (reduziertem) Silber 
noch Silbermercaptid, Silbersulfid und eventuell Phosphorsilber enthalten 
konnte, wurde behufs Trennung und Bestimmung der genannten Bestand- 


‘) Bei Anwendung eines Luftstromes wurde nur Kalilauge als Wasch- 
fliissigkeit angewendet. 

*) Arch. f. Hygiene 19, 126, 1893. 

3) Ebendaselbst 19, 136, 1893. 
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teile in einen 300-cem-Kolben iibergefiihrt ; der Kolben wurde durch einen 
Pfropfen mit zwei Offnungen verschlossen, durch dessen eine Offnung ein 
mit Glashahn versehener Finfiilltrichter bis auf den Boden des Kolbens, 
durch dessen andere Offnung ein dicht unter dem Pfropfen miindendes 
\bleitungsrohr zu einer Peligot-Vorlage fiihrte, die mit kalihydrathaltigem 
10proz. Wasserstoffsuperoxyd gefiillt war. Durch das Trichterrohr wurde 
zunachst 5proz. Salzsiure zugefiigt, um nach dem Vorschlage von F. Nie- 
mann und M. Rubner das Silbermercaptid zu zerlegen; nachdem dieses 
ausgetrieben und die Vorlage durch eine neue ersetzt war, wurde konzentrierte 
Salzsiure (spez. Gew. 1,19) zugegeben, um auch das Silbersulfid zu zer- 
legen. Der Inhalt der beiden Vorlagen wurde jeder fiir sich im Wasserbad 
zur Trockne verdampft, mit salzsiurehaltigem Wasser aufgenommen und 
in der Lésung die gebildete Schwefelsiure mittels Chlorbarium gefallt. 
Der aus dem Bariumsulfat der ersten Fallung berechnete Schwefel wurde 
als Mercaptid-Schwefel, der aus dem Bariumsulfat der zweiten Fallung 
berechnete als Schwefelwasserstoff-Schwefel angesehen'). Der Destillations- 
riickstand, der das gebildete Silberchlorid und das metallische (reduzierte) 
Silber sowie etwaiges Phosphorsilber enthielt, wurde nach dem Verdiinnen 
mit Wasser filtriert, der Filterriickstand mit Ammoniak und hierauf mit 
Salpetersiure behandelt. In der ammoniakalischen Lésung wurde das 
Silberchlorid durch Salzséure, in der salpetersauren Lésung ebenso in 
der anfangs von dem Silberspiegel hergestellten Lésung das Silber mittels 
Salzsdure gefallt; alle Falhungen von Chlorsilber wurden durch dasselbe 
Filter filtriert, und aus dem gewogenen Chlorsilber wurde die Gesamtmenge 
des durch Schwefel- (und etwaige Phosphor-) Verbindungen und sonstige 
fliichtige organische Stoffe gebildeten reduzierten Silbers berechnet. 

Das Filtrat vom gesamten Chlorsilber und die salzsauren Filtrate von 
den Bariumsulfatfillungen, welche die etwa aus Phosphorverbindungen 
gebildete Phosphorsdure enthalten konnten, ferner die bei der Bestimmung 
der Kohlensaéure aus dem Barytniederschlag*) gewonnene salzsaure Lésung 
wurden vereinigt und zur Trockne verdampft; der Trockenriickstand 
wurde mehrmals mit Salpeterséure eingedampft und schlieBlich die Phosphor- 
siure in der salpetersauren Lésung nach dem Molybdanverfahren bestimmt. 

b) Das Filtrat vom Gesamtsilberniederschlag, welches auBer der ent- 
bundenen Kohlenséiure auch die Oxydationserzeugnisse der fliichtigen 
organischen Stoffe enthielt, wurde mit iiberschiissiger 3proz. Barytlauge 
versetzt und unter Luftabschlu8 aufgekocht. Der aus Bariumcarbonat und 
etwaigem Bariumphosphat und Silberhydroxyd bzw. Silberoxyd bestehende 
Niederschlag wurde in gleicher Weise wie der Silberniederschlag in ein 
300-cem-Kélbchen iibergefiihrt, und nach Zusatz von Salzsiure wurde 
in bekannter Weise die Kohlensiure durch Auffangen in Kalilauge be 
stimmt. 


1) Diese Art der Trennung der Schwefelverbindungen ist ebenso 
einfach und sicher, wie die, das Mercaptan in Bleilésung aufzufangen und 
als Bleimercaptid zu wagen oder das riickstandige, von Mercaptan befreite 
Silbersulfid mit konzentrierter Salpeterséure zu lésen und in dieser Lésung 
die Schwefelsiure zu bestimmen. 

*) Der Bariumecarbonatniederschlag enthalt auch die etwa wahrend 
des Durchleitens von Stickstoffgas durch die oxydierende Wirkung des 
Silberoxyds aus Phosphorverbindungen entstandene Phosphorsdure als 
Bariumphosphat. 
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Das Filtrat vom Bariumcarbonatniederschlag wurde, wm die etwas 
aus dem Ammoniak wahrend der Destillation entstandene Salpetersaur 
in Ammoniak iiberzufiihren, mit Derardascher Legierung versetzt und iy 
Wasserbad zur Trockne verdampft, wobei infolge des vorhandenen iibe: 
schiissigen Bariumhydroxyds alles Ammoniak ausgetrieben wurde, wahren 
der Abdampfriickstand aus zuvor noch nicht ausgefilltem Silberoxyd. 
Bariumhydroxyd und den Bariumsalzen der aus den reduzierenden, fliichtige: 
Stoffen durch Oxydation entstandenen organischen Saéuren bestand. De: 
Riickstand wurde mit Wasser aufgencmmen, filtriert, im Filtrat das iibe: 
schiissige Bariumhydroxyd durch Einleiten von Kohlenséure und durc! 
Aufkochen gefallt und das Bariumcarbonat wiederum abfiltriert. Das 
eingedampfte Filtrat hatte haufig noch schwache alkalische Reaktion. 
diese wurde nach Zusatz von Phenolphthalein durch titrierte Schwefe! 
siure beseitigt und so nach Erwaérmen und Filtration eine wiisserige 
Lésung (L) erhalten, welche nur noch die aus den reduzierenden Stoffen 
entstandenen organischen Sauren als Bariumsalze enthielt. 


Diese Lésung (L) wurde in ein kleines Kélbchen von 300 cem Inhalt 
gegeben, mit Schwefelséiure versetzt und anfanglich') nach Vorschaltung 
eines Kiihlers destilliert; die iibergehenden fliichtigen Sauren wurden in 
Sublimatlésung aufgefangen; das ausgeschiedene Kalomel wurde auf 
getrocknetem und gewogenem Filter gesammelt und getrocknet, wieder 
gewogen und auf Ameisensdure umgerechnet. Neben dieser konnten wir 
qualitativ auch vielfach Essigsdure und Buttersdure nachweisen'). Das bei 
der Destillation mit Schwefelséure im Destillationskolben gebildete Gesamt - 
bariumsulfat wurde abfiltriert und gewogen. Das hieraus berechnete Barium. 
vermindert um die der Ameisensaure und sonstigen fliichtigen Saéuren (Essig- 
sdure und andere) entsprechende Menge, ergab die Menge Barium, welche 
an sonstige, durch Oxydation der reduzierenden Stoffe entstandene, niclit 
fliichtige organische Saéuren gebunden war. Durch Ausschiitteln des letzten 
schwefelsauren Filtrats mit Ather hinterblieb nach dem Verdampfen des 
Athers meist ein saurer Riickstand, der bei gewéhnlicher Temperatur fest 
war. Die Natur dieser Siuren muB8 noch ermittelt werden. 


II. Ergebnisse der Untersuchung. 


In der Regel wurde zum Auffangen der fliichtigen Stoffe beim Er- 
hitzen auf 100° je 1kg der Nahrungsmittel angewendet, bei wasser- 
armeren auch weniger. Bei wasserreichen bzw. an Trockensubstanz armen 
Nahrungsmitteln empfiehit es sich, um geniigend groBe Mengen fliichtiger 
Stoffe zu erhalten, tunlichst 2kg in zwei Anteilen anzuwenden. 


Die festen, sperrigen Nahrungsmittel wurden vorher entweder wie 
Fleisch, Kartoffeln, Obst zu kieineren Stiickchen zerhackt oder wie Gemiis« 


1) In spaéteren Versuchen wurde die erste Destillation im Wasser- 
damp/strom vorgenommen, um auch die Essigséure und sonstige mit Wasser- 
dampf fliichtige Séuren iiberzutreiben; die gesamte Menge der fliichtigen 
Saéuren wurde durch titrierte Barytlauge genau neutralisiert, die neu- 
tralisierte Lésung mit Schwefelséiure versetzt und wieder destilliert; durch 
Auffangen des Destillats in Sublimatlésung wurde dann die Ameisensdure 
bestimmt; so l4Bt sich auch die Menge der Essigséure bzw. der sonstigen 
fliichtigen organischen Saéuren berechnen. 
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fein zerschnitten, dann mit Wasser zu einer breiigen Masse verriihrt und 
erhitzt. Aber auch so halt es schwer, die ganze Masse bis ins Innere aut 
gleichmaBige Temperatur von 100° zu erhitzen. Bei Anwendung von 
PreBsaft haben wir bis jetzt keine wesentlich besseren Ergebnisse erzielt. 
Bei Eiern wurde eine gleichmaBigere Verteilung dadurch erreicht, da wir 
Eiklar wie Eigelb vorher mit einer geniigenden Menge erbsengroBer Stiick- 
chen reinsten Bimssteins durchmischten. 

Durch nur zweistiindiges Erhitzen auf 100° erhalt man noch nicht dic 


ganze Menge fliichtiger Stoffe: durch lingeres Erhitzen —- besonders bei 
etwas héherer Temperatur — spalten sich immer fliichtige Stoffe ab. Wir 


haben uns aber hiermit einstweilen begniigt, um uns nicht zu weit von 
dem kiichenmaéBigen Kochen zu entfernen. 

Wir erhielten auf diese Weise fiir die bis jetzt untersuchten Nahrungs- 
mittel, auf 1 kq Trockensubstanz berechnet*), die Ergebnisse der Tabelle I. 

Die vorstehend in 1 kg Trockensubstanz gefundenen Mengen 
fliichtiger organischer Stoffe sind zwar so gering, daB sie als bedeutungs- 
los fiir die Ernahrung und zu gering fiir die quantitative Bestimmung 
erscheinen. Hierbei ist aber zu beriicksichtigen, dab, wie schon erwahnt 
durch zweistiindiges Erhitzen auf 100° nicht alle fliichtigen Stoffe aus- 
getrieben werden, durch weiteres zweistiindiges Erhitzen, besonders 
bei etwas héherer Temperatur, werden noch wesentliche Mengen er- 
halten, wie wir das bei Milch, Fleisch und Blumenkohl festgestellt 
haben; daB aber auch schon geringe Mengen in der Nahrung wirksam 
sein kénnen, beweist das Verhalten der geringen Mengen basischer 
Stoffe bei Fleisch und den alkaloidhaltigen GenuSmitteln, ferner der 
atherischen Aromastoffe bei den Gewiirzen und ebenso auch das 
Verhalten der Vitamine, deren Gehalt in den Nahrungsmitteln so 
gering ist, daB man sie bis jetzt vergebens zu gewinnen versucht hat. 
Was die Zuverlissigkeit der quantitativen Bestirnamung anbelangt, 
so verlaufen die Reaktionen im groBen und ganzen mit freiem Auge 
erkennbar und lassen sich bei einiger Erfahrung schon duBerlich der 
Art und Menge?) nach beurteilen. Dazu werden die fliichtigen Stoffe 
zum Teil in Form von Verbindungen mit hohem Molekulargewicht 
gewogen, nimlich der Schwefel im Silbermercaptid und Silbersulfid 
nach Uberfiihrung in Schwefelsiure als Bariumsulfat mit dem mehr 
als siebenfachen Molekulargewicht des Schwefels, der Formaldehyd nach 
Uberfiihrung in Ameisensiure als Kalomel mit dem fast l5fachen 
Molekulargewicht der Ameisensiure, der Phosphor nach Uberfiihrung 
in Phosphorsiure als Magnesiumpyrophosphat mit dem 3,6fachen 
Molekulargewicht des Phosphors. 


1) Wir fiihren hier nur die auf 1 kg Trockensubstanz berechneten 
Werte auf, weil bei der groBen Verschiedenheit der Nahrungsmittel im 
Gehalt an Trockensubstanz nur diese Werte einen Vergleich bieten. 

2) Schwefelwasserstoff und Mereaptan liefern flockige Niederschlage, 
dlie Aldehyde fein verteiltes, metallisches Silber und Silberspiegel. 
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Ill. Auswertung der Ergebnisse. 


Immerhin kénnen die vorstehenden, unter gleichen Bedingungen 
gewonnenen Werte als unter sich vergleichbar angesehen werden und 
gestatten vorbehaltlich einzelner Wiederholungen folgende SchluB- 
folgerungen : 

1. Kohlensdure. 

Die beim Erhitzen der Nahrungsmittei sich verfliichtigende Kohlen- 
siure wird man allgemein als fertig gebildet, in den Zellen eingeschlossen 
ansehen. Das ist auch zweifellos zum Teil der Fall, Milch enthalt z. B. 
neben 1,0 bis 2,5cem Sauerstoff und 7,5 bis 15,0 cem Stickstoff 55,0 
bis 75,0 cem fertig gebildete Kohlensiure in 1 Liter eingeschlossen. Aber 
in den meisten Fallen sind die gefundenen Mengen Kohlensiure viel 
zu groB, als daB man sie auf diese Weise allein erkliren kénnte. So 
wurden durch Erhitzen aus je 1 kg Trockensubstanz folgende Mengen 
Kohlensiure (CO,) verfliichtigt: 





Blumenkohl Spinat Salat Grinkohl 
e 2 & g 
Nach F. Niemann ..... 2,736 2,275 5,613 — nicht untersucht 
hiesigen Untersuchungen 3,282 u. 3,349 nicht untersucht 10,111 


Die groBe Menge fliichtiger Kohlensiure bei den griinen Gemiisen 
kénnte zum Tei) noch auf die Wirkung des Chlorophylls zuriickgefiihrt 
werden, solange dieses durch die allmahlich ‘steigende Erhitzung von 
etwa 20° auf 100° noch nicht unwirksam geworden ist. Aber F. Niemann 
fond auch in 1 kg Spargel (Trockensubstanz), dessen Wachstum ohne 
direkte Mitwirkung von Chlorophyll verlaiuft, ebenfalls eine groBe 
Menge fliichtiger Kohlensiure, nimlich 8,804 g. 

Weiter steht die Menge der fliichtigen Kohlensaure in vielen Fallen 
im geraden Verhiltnis zu derjenigen der abgespaltenen Aldehyde. 
Dieses ist z. B. bei den Mahlerzeugnissen des Weizens (Nr. 10 der Tabelle) 
der Fall, wo Kohlensiure und Aldehyde von feinstem Weizenmeh! bis 
zur grébsten Kleie gleichmaBig zunehmen. Vgl. auch Reis (Nr. 11 und 12 
der Tabelle); geschalter Reis ohne Aldehyde liefert auch keine Kohlen- 
siure; in dem Schalabfall finden sich beide. Die frischen, griinen 
Gemiise liefern neben groBen Mengen fliichtiger Kohlensiure auch 
entsprechend viel fliichtige Aldehyde. Selbst der Kochriickstand der 
Gemiise weist noch Kohlenséure und Aldehyde in entsprechendem 
Verhaltnis auf, obschon erwartet werden kénnte, daB durch das Kochen 
alle mechanisch eingeschlossene Kohlensiure ausgetrieben werden 
miiBte. Bei den Friichten (Apfelsinen und Tomaten) treten ebenfalls 
Beziehungen zwischen der fliichtigen Kohlensiure und den abspalt- 
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baren Aldehyden auf, naimlich fiir je 1 kg Trockensubstanz von Gemiise- 
kochriickstanden und Friichten: 





| Barium, gebunden an 


Kohlen- Forms S » 
Gegenstand der Untersuchung nee | aldehyd Ameisen- ‘ensteee 
saure Aldehyden 
mg mg my ing 
Kochrickstend { Grimkohl sie. a 235.9 5.6 12,8 | nicht bestimmt 
soe Gentine) Blumenkohl . . 3349 66 154 494 
— ae | Spinat ip ES” 390,0 10,5 24,0 144.0) 
0 SS ee ae ee 558.8 64 14.6 134.6 
Tomaten .... hs 4 729.6 15.2 34.9 340.5 


Die Bildung von Kohlensiure neben der Abspaltung von Aldehyden 
kann wohl zwanglos auf vorhandene Ketone oder Ketonsiuren zuriick- 
gefiihrt werden. 

So liefert bekanntlich #-Ketobuttersiure CH, .CO.CH,.COOH, 


durch einfaches Erwarmen CO, und CH, .CO.CH, (Aceton) und letzteres 
durch Oxydation CH,.CO.CH, + 40 = CH,.COOH + CO, + H,0O. 


2. Schwefelwassersto//. 


Alle Nahrungsmittel, welche A]lbumine enthalten, selbst die protein- 
armen Friichte, spalten beim Erhitzen auf 100° Schwefelwasserstoff 
ab. Beim Erhitzen des Hiklars, das fast ausschlieBlich aus Albumin 
besteht, tritt neben viel Schwefelwasserstoff (198.8 mg) auch viel 
Kohlenséure (3009.4 mg fiir 1 kg Trockensubstanz) auf, wihrend der 
geschialte Reis' (Kochreis) beim Erhitzen wohl Schwefelwasserstoff, 
aber keine Kohlenséure liefert. Da beide, Eiklar wie Kochreis, nur 
wenig Aldehyde abspalten, so kann die erhéhte Menge Kohlensiéure 
bei Eiklar wohl nur von dem im Eieralbumin (einem Glykoprotein) 
eingeschlossenen Kohlenhydrat herrihren. 


Eine Beziehung zwischen dem Vitamingehalt und der Schwefel- 
wasserstoffabspaltung der Nahrungsmittel scheint nicht zu bestehen; 
wenn durch Erhitzen letzterer der Nahrwert vermindert wird, so muBb 
das bei den Eiern wohl weniger auf den infolge Lockerung des Albumins 
auftretenden Verlust von Schwefelwasserstoff, der gegeniiber der vor- 
handenen absoluten Menge nur gering ist, als vielmehr darauf zuriick- 
gefiihrt werden, daB ihre physikalische Beschaffenheit geaindert wird, 
insonderheit darauf, daB die kolloiden Stoffe aus dem Sol- in den Gel- 
zustand iibergehen. 

3. Mercaptan. 

Durch AufschlieBen pflanzlicher und tierischer Proteine mit Alkali 

sowie durch Erhitzen auf hohe Temperatur spalten diese, wie MW. Rubner 


Biochemische Zeitschrift Band 154. N 
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nachgewiesen hat, vielfach Mercaptane, meistens Methylmercaptan, ab 
ein Zeichen, daB sie letzteres vorgebildet enthalten; beim Erhitzen 
auf Kochtemperatur ist dagegen die Mercaptanabspaltung vorwiegend 
auf die Kohlgemiisearten beschriankt; wir fanden bis jetzt ferner Mer- 
captane in geringeren Mengen auch in Fleisch, Eiklar und Weizenklei 

Das sind allerdings simtlich Nahrungs- bzw. Futtermittel, dix 
als vitaminreich bezeichnet werden. Aber andere als vitaminreich 
bezeichnete Gemiisearten, wie Méhren, Spinat und andere, besonders 
auch die vitaminreichen Obstfriichte, spalten bei Kochhitze kei Mer 
captan ab, so deB bei diesen eine vitaminése Mitwirkung desselben 
ausgeschlossen zu sein scheint. Nach unseren bisherigen Untersuchungen 
liefern alle Nahrungsmittel, welche bei Kochhitze Merecaptan abspalten, 
unter den fliichtigen Stoffen auch Schwefelwasserstoff, aber nicht 
umgekehrt. 

4. Phosphor bzw. Phosphorverbindungen. 


Von groBer Bedeutung fiir die Ernihrung diirfte dagegen die 
Abspaltung von Phorphor- baw. Phosphorverbindungen beim Erhitzen 
einige Nahrungsmittel sein. 

Den fliichtigen Phosphor bzw. Phosphorverbindungen fanden wir 
zuerst beim Erhitzen des Higelbs auf 98 bis 102° (S. 110), dann des- 
gleichen bei der Milch auf 102 bis 103° (Kochtemperatur der Milch); 
auch beim Erhitzen von Fleisch, Lebertran und Griinkohl auf 100° 
konnten wir unter den fliichtigen Stoffen deutlich Phosphor bzw. 
Phosphorverbindungen nachweisen. Beim Lebertran kann letzterer 
woh! nur von dem vorhandenen Lecithin herriihren, bei Milch aber 
gleichzeitig mit vom Casein, bei Eigelb desgleichen vom Vitellin. Jeden- 
falls kann man annehmen, daB alle Nahrungsmittel, welche Phosphatide, 
Lecithine oder phosphorhaltige Proteine enthalten, bei geniigend 
langem und geniigend hohem Erhitzen, sowie bei vorhandener Feuchtig- 
keit Phosphor abspalten werden. 

a) Bemerkenswert aber ist es, daB die Nahrungsmittel: Milch, 
Eigelb, Lebertran, Butter, Fleisch und Griingemiise, die beim Er- 
hitzen mehr oder weniger fliichtige Phosphorverbindungen abspalten, 
auch als mehr oder weniger wachstumsférdernd baw. als gréBere oder 
geringere Schutz- und Heilmittel gegen Knochenerkrankungen oder als 
mehr oder weniger reich an Vitamin A und D") bezeichnet werden. 

Auch ist es wohl verstiandlich, daB die aus den Phosphatiden im 
tierischen Stoffwechsel abgespaltenen Phosphorverbindungen im Ent- 


1) Man unterscheidet neuerdings zwischen Wachstumsvitamin A und D; 
das Vitamin A (z. B. im Lebertran) soll sowohl Xerophthalmie (Augen- 
erkrankungen) als Rachitis, Vitamin D (in Milch und Butter) wohl Xer- 
ophthalmie, aber keine Rachitis verhiiten oder heilen kénnen. Vgl. 
W. Stepp, Die Naturwissenschaften 14, 1124, 1926. 
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stehungszustande entweder als soleche oder nach vorheriger Uber- 
fiihrung in Phosphorsdure in erster Linie sich mit vorhandenem Kalk 
verbinden und das Wachstum — besonders das Knochenwachstum 
unterstiitzen werden, und daB Milch, welche angeblich das Vitamin D 
enthilt, besonders den Kalkansatz im Kérper férdern soll. 

b) Gegeniiber dieser durch den Gehalt gegebenen natiirlichen 
Erklirung der Wirkungsweise muB es auffallig erscheinen, daB ahnlich 
wie Lebertran auch ultraviolettes Licht antirachitisch wirken soll, sei 
es, daB damit die rachitischkranken Tiere direkt oder die zu verab- 
reichenden Nahrungsmittel bestrahlt werden. So kénnen nach Hess und 
Steenbock Olivenél und Baumwollsaatél, nach Gyérgy Milch und auch 
Trockenmilch durch halbstiindige Bestrahlung mit der Quarzqueck- 
silberlampe antirachitisch aktiviert werden. Der Stoff, an dem 
sich diese Aktivierung vollzieht, ist nach Hess das Cholesterin. 
Wahrend unbestrahltes Cholesterin rachitisch ganzlich unwirksam 
ist, soll bestrahltes Cholesterin sich wie Lebertran verhalten. Das 
1aBt sich wohl nur so erkliren, daB das Cholesterin, welches nicht wie 
das Lecithin knochenbildende Stoffe (Stickstoff und Phosphorsaure) 
enthilt, also direkt nichts zum Knochenwachstum beitragen kann, 
durch die Bestrahlung nach Windaus eine Umlagerung erfahrt, z. B. 
aus der T'rans- in die Cisverbindung tibergeht und indirekt (katalytisch) 
wirkt, indem es Umsetzungen') im tierischen Kérper hervorruft oder 
beférdert, wodurch die fiir den Aufbau der Organe und Knochen 
notwendigen Stoffe frei werden. 

In letzter Zeit hat A. Windaus*) fiir die Wirkung des ultravioletten 
Lichtes auf Cholesterin eine andere Erklarung gegeben. Er nimmt in 
den Nahrungsmitteln eine Vorstufe des antirachitischen Vitamins, ein 
Provitamin an, das, an sich unwirksam, erst durch Bestrahlung mit 
ultraviolettem Licht wirksam (aktiviert) wird. Im Lebertran ist augen- 
scheinlich von vornherein wirksames antirachitisches Vitamin vorhanden. 
Das Ergosterin der Hefe ist besonders reich an dem Provitamin. Dieses 
laBt sich aus dem Cholesterin durch fraktionierte Kristallisation oder 
Hochvakuumdestillation anreichern, so daB sich durch Bestrahlung 
mit ultraviolettem Licht Erzeugnisse gewinnen lassen, die noch in 
tausendstel Milligrammen antirachitisch wirken. Die Aktivierung des 


1) Takahashi will aus Lebertran eine Verbindung C,,H,,O, (angeblich 
aus einem tertiéren und primaren oder sekundéren Alkohol bestehend) 
gewonnen haben, welche in einer Menge von 1 mg in | kg Nahrung ein 


normales Wachstum — also auch das von Knochen — gewahrleisten soll. 
Das ist aber schon deshalb sehr unwahrscheinlich, weil ein Kérper von 
alkoholischer Natur auch nicht katalytisch wirken wird. — J.C. Diimmond 


(Chem. Centralbl. 1927, I, 1179) glaubt, daB es sich bei dem bestrahliten 
Cholesterin um einen héheren, ungesdttigten Alkohol handelt. 
2) Chem.-Ztg. 51, Nr. 12, 1927. 
g* 
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Provitamins besteht, wie A. Windaus jetzt annimmt, in einer so. 
bzw. Polymerisation, d. h. in einer Umlagerung desselben in ein energi: 
reicheres Isomeres. Wenn auf diese Weise auch die starkere Wirkung 
des bestrahlten Provitamins erklirt werden kann, so findet damit 
seine antirachitische Wirkung noch keine restlose Erklirung. Zwar 
erhéhen Tageslicht und Bewegung in freier Luft bei Alt und Jung den 
Stoffwechsel und sind auch fiir ein normales Wachstum in der Jugend 
besonders wichtig; aber eine ausgepragte Rachitis tritt erst bei gleich. 
zeitigem Mangel an Phosphor und Kalk oder an einem dieser Bestand.- 
teile in der Nahrung auf, und diese kann auch das bestrahlte Cholesterin 
nur durch katalytische Wirkung liefern. 


Dafiir, daB auch die Sterine bei der antiavitaminésen Wirkung der 
Fette und Ole eine Rolle mitspielen, spricht auch der Umstand, da8 
diese um so mehr Lecithin und Sterine (d.h. unverseifbare Stoffe) 
zu enthalten pflegen, je starker antiavitaminés sie wirken. So ergaben 
die vorstehend auf fliichtige Stoffe bisher untersuchten Fette und Ole: 





Fliichtige . 
In 100 g Fett Stoffe Verhalten 
in 1000 g gegen 
Sterne r? aa ee 
o . —a - of 
Jf a ef (fi zitss) » 
Fette bzw. Ole = . a 80|/\S\/287 & 
Hi PS . Se fm Bi) Begs = 2 
4606069) f | Se heyaied) 2a | 2 
ce E s | €2 |Ee/El\got, 2 3 
£ £ = | 8% |Psicizss gz Zz 
Tw pe BS] ag*| 2 
> 3 
mg mg mg mg mg mg mg 
iT] 
Lebertran (Dorsch) || 540-7830 244 272 140 44,0 1,8 36,2 | heilend heilend 
sso s&s H 310— 510 0 75 80 14.41.33 933 é nicht 
i} beilend 
Schweineschmalz .|| 100- 280 0 73-126 30 2204 65 
Olivend] . . . . . | [460-1400]+) 41,3 92,4 [550]4) 1,004 5,8 |} nicht heilend 
Cocosfett (Palmin) . 150 17.3, 625, 60 13 0. O 


*) Nach Klostermann und Opitz, Zeitschr. f. Untersuchung d. Nahrungss u. Genufmitte! 
27, 713; 28, 138, 1914. 

**) Nach Berg und Angerhausen. 

+) Das Unverseifbare bei Olivendl besteht vorwiegend aus Farbstoff. 

+t) Nach eigenen Bestimmungen. Wir fanden an Unverseifbarem fiir 100g Fett: Lebertran 
701 mg, Butterfett 487 mg, Schweineschmalz 147 mg, Olivenél 590 mg, Cocosfett (Palmin) 207 mg 
Das Unverseifbare von Olivenél bestand auch bei dieser Probe vorwiegend aus Farbstoff. 


c) Fliichtigkeit von Phosphorverbinlungen aus Futter- und Nahrungs- 
mitteln. Uber die leichte Fliichtigkeit der Lecithin-Phosphorsiure 
liegen noch verschiedene sonstige Beobachtungen vor. 


a) Abnahme des Lecithingehalts beim Trocknen von Gras.  Ver- 
anlassung zu dieser Untersuchung gab die vielerorts gemachte Beob- 
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whtung, daB Jungvieh (Rinder und Ziegen), das mit Heu von sauren 
Moorwiesen oder Neuland gefiittert wird, an Lecksucht') erkrankt, 
aber wieder genest, wenn es neben dem Heu Leinsamen erhilt 
oder im Frithjahr auf die Wiesen, von denen das Heu stammt, getrieben 
wird und statt des Heues das junge Gras verzehrt. 


Fr. Soxhlet und Fr. Fleischmann*) vermuteten, da®B die Erkrankung 
durch Mangel an Lecithin im Heu hervorgerufen wirde. Fr. Fleischmann®*) 
ermittelte daher die Verluste an Lecithin beim Trocknen des Grases unter 
verschiedener Trocknungsweise und fand: 





Lecithin, 
lésinch in Atherlésliches 
Lecithin 
Art des Trocknens 90 proz in Proz. des 
Alkohol Ather  alkoholléslichen 


Proz. Proz. Proz. 


1. Im Vakuum 3 Std. bei 95° getrocknet. . . . . 0,057 0,037 66 
2. An der Sonne schnell (in 2 Tagen) getrocknet 0,048 0,030 61 
3. Im Schatten langsam (in 3'/, Tagen) getrocknet | 0,042 0,010 24 


Wenn auch in dem Verlust an Lecithin bei der Heuwerbung damals 
nicht allein die Ursache der Lecksucht gesucht werden konnte, so ist 
doch wohl anzunehmen, dab der geringere Futterwert des Heues gegen- 
iiber dem jungen Grase, dessen direkter Verzehr bekanntlich einen 
hohen Vitamingehalt in der Milch zur Folge hat, durch die iibliche 
Trocknung eine wesentliche Verminderung erfahren kann. 


B) Abnahme des Lecithins beim Trocknen der Gemiise. H. Vageler*) fand 
in den Gemiisen groBe Mengen Lecithinphosphor und groBe Verluste 
beim Trocknen derselben und einiger sonstigen Pflanzenstoffe, d. h. bei 
der Uberfiihrung von dem frischen in den lufttrockenen Zustand 
(durch Trocknen bei 50 bis 60°), namlich: 

1. Gehalt an Phosphor in Form von Lecithin in der Trockensubstanz: 

Se ee eee eee Uk? 
EE ig nw) 6 Se ee, we 88 


Schneidebohnen ....... . . 0,250 


Griine Erbsen . wales el «ah 


Tomaten (griine Friichte). . . . . 0,247 


1) Unter Lecksucht versteht man die Krankheit der Tiere, da® sie 
zunichst alle Gegenstinde belecken, Holzteile, Mértel benagen, Holz, 
Stroh, Sand und anderes lieber als das betreffende Heu verzehren und 
schlieBlich eingehen. Haufig tritt in solchen Gegenden auch noch Knochen- 
briichigkeit auf. 

2?) Landw. Versuchsstationen 76, 237, 1912. 

3) Diese Zeitschr. 17, 189, 1909. 
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2. Lecithinphosphor in frischen und getrockneten Pflanzenstoffen : 





Haferkérner Lupinensamen Kopfsalat Algen Rhabarberblatter 
. = z - 4 - . 2 - & Fn = 
3 é | Bal @tet@etig 4 
al ® = % = a = S = “ 
= = > = > = = = = = 
Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. Proz.  Proz. Proz. | Proz 
Frisch . . 14,94 0,0203 17,260,0496  94,93.0,1487 89,740,0376 90,16 | 0.2934 


Getrocknet 11,66 0.0189 — 8,03/0,0398 | 10,37/0,0731  9,59.0,0853 7,22 | 0,0578 
Abnahme. 3,28 0,0014 9,23.0,0098 | 84,56/0,0756 80,15.0,0023 82,94 0.2356 
Abnahme in Proz. des urspriinglichen Phosphors. 


_ 6.9 _ 19,7 _ 50,8 —_— 6,1 _ 805 


Dem Phosphorgehalt wiirden 3,74 bis 9,36 Proz. Oleinpalmitinlecithin 
in der Trockensubstanz der griinen Gemiise entsprechen, also einem 
Lecithingehalt, der wie der Verlust hiervon beim Trocknen von Kopf. 
salat und Rhabarberblattern sehr hoch erscheint. Die Ergebnisse 
wiirden aber mit den Angaben im Schrifttum iibereinstimmen, wonach 
gerade die griinen Gemiise sehr reich an den in Olen léslichen Vita- 
minen A und D sein und diese beim Aufbewahren und Trocknen 
bald einbiiBen sollen. 


y) Abnahme des Lecithins beim Erwirmen der Milch. Der Gehalt 
der Kuhmilch an Lecithin wird zu 252,0 bis 630,0 mg fiir 1 Liter an- 
gegeben und soll nach den meisten Angaben wesentlich vom Fett- 
gehalt der Milch abhangig sein. 


Bordas und Raczkowsky') teilen mit, da8 zwei Milechproben (eine mit 
252 mg, die andere mit 365 mg Lecithin) bei 30 Minuten langem Erwarmen 
und Sterilisieren folgende Verluste an Lecithin erfuhren: 





Durch Erwarmen Durch 
ee Lae &: Stenlisieren 
; bei 
auf im a . 
freiem Feuer Wasserbade 105 bis 110 
Proz. Proz. Proz. 
Verlust an Lecithin . ....... 28 12 30 


Diese Verluste erscheinen reichlich hoch. Wir glauben, da8 durch 
kurzes Aufkochen der Milch nennenswerte Verluste an Lecithin nicht 
auftreten. 


6) Weit sicherer erwiesen sind dagegen die Verluste an Lecithin 
heim Aufbewahren der Eiernudeln. 


1) Ann. de Chim. analyt. appl. 8, 168, 1903. 
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J. Jaeckle') machte als erster (1904) darauf aufmerksam, da8 in Fier- 
udeln der Gehalt an Lecithin- (alkoholléslicher) Phosphorsiure beim 
Lagern bestdndig abnimmt. Diese Beobachtung ist dann von einer Reihe 
von Nahrungsmittelchemikern bestatigt worden, und EF. Nockmann®) hat 
nachgewiesen, daB beim Aufbewahren der Eiernudeln in trockener Um- 
gebung die Abnahme des Lecithins selbst in der Warme nur gering 
ist, dagegen bei feuchter Lagerung besonders in der Warme erheblich 
gesteigert wird. Der Lecithin-Phosphorséuregehalt des Grieimehls scheint 
sich beim Aufbewahren auch in feuchter Warme nicht zu vermindern. 


A. Beythien und P. Atenstddt®) haben allerdings gefunden, daB die 
Gesamtphosphorsdure beim mehrmonatigen (bis 30 Monate) Lagern der 
Eiernudeln keine Abnahme erfaihrt, und schlieBen daraus, da8 der Riick- 
gang der Lecithinphosphorsdure nicht auf ein Entweichen fliichtiger Phosphor- 
verbindungen zuriickzufiihren ist. Jedoch ist hierbei zu beriicksichtigen, 
daB die beim Lagern der Eiernudeln abnehmende Menge Lecithin-Phosphor- 
siure absolut nur wenige (bis 45) Milligramme fiir 100 g Trockensubstanz 
betragen hat und diese nur 10 bis 15 Proz. der Gesamtphosphorsdure 
der Nudeln ausmacht, so daB die Abnahme der Lecithin-Phosphorséure in 
der Gesamtphosphorsiure bei den natiirlichen Schwankungen im Gehalt 
und bei den unvermeidlichen Analysenfehlern wohl nicht scharf genug in 
den analytischen Ergebnissen hervortreten kann. Es kann aber auch sein, 
daB der in den Eiernudeln aus dem Lecithin frei werdende Phosphor im 
Augenblick des Entstehens bei vorhandenem Luftzutritt sofort wieder zu 
Phosphorséure oxydiert wird und als solche bestehen bleibt. 


Wie der Vorgang aber auch sein mége, das Endergebnis der Wirkung 
im Tierkérper wird dasselbe sein, und wir glauben, auf Grund aller 
vorstehenden Versuche und Beobachtungen annehmen zu _ diirfen, 
daB die Lipoide vorwiegend die Phosphatide bzw. Lecithine und die Sterine 
die Trager der Vitamine A und D bilden. 


5. Aldehyde. 


Als auffallig und besonders eigenartig ist das regelmaBige Auftreten 
von Aldehyden unter den fliichtigen Stoffen beim Erhitzen der Nahrungs- 
mittel anzusehen. Diese werden nach dem vorstehend beschriebenen 
Verfahren qualitativ an der Spiegelbildung und quantitativ nach 
Uberfiihrung in die entsprechenden Sauren nachgewiesen. Als /liichtige, 
aus ihren Aldehyden entstandene Saiuren erkannten wir bis jetzt Ameisen- 
siiure, Essigsdéure und Buttersdure*). Uber die Natur der nichéfliichtigen, 
aus Aldehyden entstandenen Siiuren, welche bei gewéhnlicher Tem- 
peratur fest sind und der Menge nach die fliichtigen Saiuren durchweg 
weit iibertreffen, kinnen wir bis jetzt noch nichts aussagen. 


1) Zeitschr. f. Untersuchung d. Nahrungs- und GenuBmittel 7, 513, 
1904; 9, 204, 1905. 

2) Ebendaselbst 25, 720, 1913. 

3) Ebendaselbst 13, 681, 1907. 

*) Letztere am Geruche. 
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Bei Betrachtung vorstehender Untersuchungsergebnisse fallt sofort 
auf, daf8 diejenigen Nahrungsmittel, die als vitaminfrei oder -arm 
hezeichnet werden, wie z. B. Palmin, Olivendél'), Eiklar, feinstes Weizen. 
mehl und geschalter Kochreis beim Erhitzen keinen Formaldehyd 
oder nur in geringen Mengen geliefert haben, wihrend die entsprechenden 
vitaminhaltigen Nahrungsmittel, wie Butter, Lebertran, Eigelb, Weizen- 
kleie und Reisschilabfall deutliche Mengen Formaldehyd aufweisen 
Auch ist es bemerkenswert, daB diejenigen Nahrungsmittel, welche 
auBer an Vitamin A und D auch besonders reich an Vitamin B und ( 
sind, die Gemiisearten und Obstfriichte, beim Erhitzen die zwei- bis 
zehnfache Menge fliichtiger Aldehyde gegeniiber den an Vitamin B 
und © armeren Nahrungsmitteln abspalten. Uber die Beziehungen 
von Vitamin A und D zu den Phosphatiden und Sterinen vgl. vor- 
stehend, 8.116 und 118. 


6. EinfluB des Kochens. 


Durch Kochen der Gemiise (Blumenkohl, Griinkoh] und Spinat), 
ebenso beim Kochen von Fleisch (vgl. Tabelle 1, Nr. 2, 8. 110), geht ein 
erheblicher Teil der fliichtigen Stoffe (auch der Aldehyde) ins Kochwasser 
iiber. Dabei ist dann die Summe der in dem Kochriickstand verbliebenen 
und der ins Kochwasser tibergegangenen einzelnen fliichtigen Stoffe 
nicht selten gréBer als die bei demselben Nahrungsmittel im frischen 
Zustande unter gleicher Behandlung gefundene Menge an fliichtigen 
Stoffen. Das Kochen hat weiter den EinfluB,-daB die Verfliichtigung 
der abspaltbaren Stoffe bei den kiichenmaéBig gekochten Nahrungs- 
mitteln bei niedrigerer Temperatur beginnt und schneller verliuft als 
bei den frischen, ungekochten Nahrungsmitteln; durch das einfache, 
kichenmaBige Kochen werden daher die Verbindungen, die fliichtige 
Stoffe abspalten, zweifellos schon gelockert, und so ist es wohl zu er- 
kliren, daB gekochte Nahrungsmittel im allgemeinen auf biologische 
Vorginge bei der tierischen Ernihrung weniger stark und weniger 
anhaltend wirken als ungekochte, obschon die absolute Menge der 
gekochten und ungekochten Nahrungsmittel an fliichtigen Stoffen 
mehr oder weniger gleich oder bei ersteren infolge der vorhergegangenen 
besseren AufschlieBung etwas héher als bei letzteren ist. 

Dieses Verhalten der fliichtigen Stoffe der Nahrungsmittel ent- 
spricht der allgemein bekannten Tatsache, daB die Vitamine ebenso 


1) Zwei von uns untersuchte Proben Olivendl lieferten beim Erhitzen 
ebenso wie der als vitaminfrei bezeichnete Honig geringe Mengen fliichtigen 
Formaldehyds. Méglicherweise sind diese fiir eine physiolegische Wirkung 
nicht mehr ausreichend, vielleicht sind aber auch diese Nahrungsmittel, 
je nach der Gewinnungsweise, in der Beschaffenheit verschieden, so da 
Wiederholungen auch der biologischen Versuche wiinschenswert erscheinen. 
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wie die Enzyme der Nahrungsmittel durch Kochen der letzteren cine 
KinbuBe in ihrer Wirkung erleiden. 


7. Sonstige Beobachtungen iiber das Vorkommen von Aldehyden in den 


Nahrungsmitteln. 


a) J. Spinka') gibt z. B. an, da®B in Nahrungsmitteln vielfach Aldehyde 
und Ketone vorkommen, ohne daf sie giftig sind. WS. Zilva?) erhielt aus 
vergorenem (zuckerfreiem) und von Citronenséure befreitem Citronensaft 
Fliissigkeiten (mit nur 0,03 bis 0,07 Proz. Trockensubstanz), welche ammo- 
niakalische Silberlésung reduzierten, Kaliumpermanganatlésung entfarbten, 
also Aldehydreaktionen zeigten und dabei antiskorbutisch wirkten. H.v. Euler 
und J. Lindstall*) unterwarfen den Verseifungsriickstand von Lebertran, 
der an sich schon ammoniakalische Silberlésung reduzierte, der Destillation 
im Vakuum und erhielten ein iibel riechendes Destillat, das ammoniakalische 
Silberlésung und Fehlingsche Lésung reduzierte, sowie fuchsinschweflige 
Saiure rot farbte. K. Farnsteiner*) wies im Géarungsessig einen Kérper 
von gleicher Eigenschaft, nimlich Acetylcarbinol (CH,.CO.CH,OH), 
nach und konnte auch im Honig reduzierende Stoffe nachweisen. Endlich 
haben Th. Curtius®) und Mitarbeiter in den Blattern der verschiedensten 
Baume regelmaéBig den Bldtteraldehyd, den a, B-Hexylenaldehyd (CH, 
CH,.CH,.CH:CH.CHO), gefunden und glauben, da® derseibe in 
genetischem Zusammenhang mit der Glykose steht; sie geben ferner an, 
dai bei der Kondensation von Formaldehyd in Gegenwart von Bleihydroxyd 
neben Zucker auch mit Wasserdampf fliichtige Aldehyde entstehen. 


b) S. Fréinkel*) und Mitarbeiter haben durch eine Reihe von 
Versuchen festgestellt, daB alkoholische und durch Ather von Fett 
befreite Ausziige aus vilaminhaltigen Nahrungsmitteln die Hefengdrung 
beschleunigen, und da C. Newberg’) gefunden hat, daB gerade Aldehyde 
und Ketoverbindungen ganz allgemein einen beschleunigenden Einflub 
auf den Eintritt der alkoholischen Zuckerspaltung ausiiben, so ist die 
Annahme berechtigt, daB in den Ausziigen aus vitaminhaltigen Nahrungs- 
mitteln auch Aldehyde bei der Garbeschleunigung eine Rolle mit- 
spielen. Der Einwurf Frénkels, daB die Giarbeschleunigung durch 
Ausziige aus vitaminhaltigen Nahrungsmitteln allmahlich ansteigt 
und lange anhalt, wahrend bei dem im freien Zustande zugesetzten 
Aldehyd schnell eine bestimmte Héhe erreicht wird, dann aber wieder 
abfallt, 1&Bt sich wohl so erkliiren, daB die Aldehyde und Keto- 


1) Ber. f. d. ges. Physiol. 26, 169, 1924. 

*) Biochem. Journ. 18, 632, 1924. 

3) Chem. Centralbl. 1924, Il, 1816. 

*) Zeitschr. f. Untersuchung d. Nahrungs- u. GenuSmittel 15, 321, 
598, 1908. 

5) Sitzungsber. d. Heidelberger Akad. d. Wissensch. 1910; Chem. 
Centralbl. 1911, I, 1148. 

6) Diese Zeitschr. 112, 204, 1920; 126, 189, 227 und 265, 1922. 

7) Ebendaselbst S88, 145, 1918; 101, 239, 276, 1920. 
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verbindungen (gleichsam als Coenzyme) an einen (gleichsam vitaphoren) 
Kern gebunden sind, die wenn sie in die girende Fliissigkeit gebracht 
werden, sich nach und nach abtrennen und lange wirken, wihrend die 
auf einmal zugefiigten Aldehyde nach baldiger Erreichung eines Hoéhe- 
punktes thre Wirkung erschépft haben. 

c) Neuberg hat gezeigt'), daB bei der intramolekularen Atmung 
der Samenpflanzen mit dem ,,Sulfit- Abfangverfahren“‘ Acetaldehyd als 
Zwischenstufe und des Abbaues angehiuft werden kann. Dann haben 
G@. Klein®) und Mitarbeiter mitgeteilt, daB sie auch nach dem aweiten 
, Abjangverfahren“ C. Neubergs, mittels ,,Dimedon“ (Dimethylhydro- 
resorcin), in griinen Pflanzen, bei der Kohlensdiureassimilation das Zwischen- 
erzeugnis Formaldehyd in Form von ,,Formaldomedon“ und bei der Atmung 
der Pflanzen (Knospen, Bliiten und Keimlingsgewebe) das Zwischen- 
erzeugnis Acetaldehyd als ,,Acetaldomedon“ nachweisen konnten, und 
zwar den Acetaldehyd in ebenso groBer Ausbeute, wie ihn C. Neuberg*) 
im tierischen Gewebe gefunden hatte. Nach Angabe derselben Ver- 
fasser tritt ferner auch beim physiologischen Abbau von Starke unter 
Insulinbeigabe Acetaldehyd auf und steigert sowohl tierisches wie pflanz- 
liches Insulin die Bildung von Acetaldehyd um das Zwei- bis Dreifache. 

In der Tat werden von einigen Vitaminforschern*) in Vitamin B 
und C (bzw. auch D) ein insulinartiger Stoff und ein Coenzym angenommen. 
Der insulinartige Stoff soll aus tierischen Organen (Tumoren) ge- 
wonnen werden kénnen; er soll aber desgleichen in Pflanzen (Kartoffeln, 
Zwiebeln, Bohnenkeimlingen) enthalten sein,- wahrend sich das Co- 
enzym angeblich auch aus obergiriger Hefe gewinnen ]aéBt. Auch 
hierbei wiirde sich der schnelle Zerfall der Vitamine in der Weise er- 
klaren lassen, da8 beim Aufbewahren infolge Zellenatmung oder -um- 
setzung das Coenzym (Covitamin) von dem insulinartigen Stoff (der 
Vitaminase) getrennt wird und hierdurch das Vitamin seine eigenartige 
Wirkung verliert. 

d) Endlich kann man in den Vitaminen vielleicht reversible Kolloide 
annehmen, die leicht abspaltbare Stoffgruppen enthalten. Hierdurch werden, 
wenn sie in frischem, stark dispersem (Sol-) Zustande in den Tierkérper 
gelangen, Reaktionen hervorgerufen, welche beim Ubergang vom Sol- in 
den Gelzustand (durch Lagern, Erhitzen usw.) die Stoffgruppen abspalten, 
dadurch ihre eigenartige physiologische Wirkung verlieren, diese aber 
durch Einwirkung von ultraviolettem Licht unter Wiederherstellung des 
Solzustandes (wie bei altbackenem Brot durch Erhitzen) wiedererlangen 
kénnen. 


1) Diese Zeitschr. 151, 167, 1924; 160, 256, 1925. 

2) Naturwissenschaften 18, 21, 1925. 

8) Vgl. diese Zeitschr. 89, 365, 1918; 96, 281, 1919; 108, 117, 1921; 
114, 134, 1922 usw. 

*) Vgl. C. Funk in E. Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 
1925, H. 9, S. 865. 
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8. EinfluB des ultravioletten Lichtes auf die Bildung der Vitamine. 


Von verschiedenen Seiten wird (vgl. 8. 115) behauptet, daB durch 
kurze Bestrahlung der Nahrungsmittel mit ultraviolettem Licht Vitamine 
vebildet bzw. aus den Spaltlingen wieder erzeugt, ja dab Avitaminosen 
(z. B. Rachitis) durch Bestrahlung der Tiere selbst mit ultraviolettem 
Licht geheilt werden kénnen. An sich ist eine solehe Wirkung des ultra- 
violetten Lichtes sowohl fiir die Neubildung von labilen, ungesiittigten 
Verbindungen, wie von Peroxyden und Ozoniden (bei intermediirer Bil- 
dung von Ozon bzw. Wasserstoffperoxyd), als auch von Vitaminasen (im 
vorstehenden Sinne) nicht ausgeschlossen'). Wissen wir doch, daB z. B. 
altbackenes Brot durch einfaches Erhitzen ohne Zusatz von Wasser 
wieder frischbacken wird”). 

Baudisch und Welo*) vergleichen das Verhalten der vitaminhaltigen 
Nahrungsmittel zutreffend mit dem einiger Heilwasser bzw. von Ferro- 
bicarbonat und Ferrocarbonat. Letztere zersetzen im frisch gefdllten Zu- 
stande genau wie frisch geférderte Heilwasser Wasserstoffsuperoxyd, 
nehmen begierig Sauerstoff der Luft auf und aktivieren ihn‘), so daB sie 
Milchséure, Zucker und andere oxydativ abbauen. Ebenso verhialt sich 
Natriumpentacyano-aquo-ferroat; dieses fairbt —- im frischen Zustande 
ebenso wie eine Spur Blut eine Lésung von Benzidinchlorhydrat in 3proz. 
Wasserstoffsuperoxyd tiefblau und beférdert in Mengen von 0,02 mg in 
lcem das Wachstum gewisser Bakterien. Durch kurze Bestrahlung mit 
ultraviolettem Licht, ebenso beim Altern nimmt die aktivierende Eigen- 
schaft dieser Verbindung schnell ab; andererseits kann letztere durch 
Bestrahlung von Ferrocvankalium neu gewonnen werden. Ebenso sollen 


1) Die innerhalb und auBerhalb des Tierkérpers auftretenden Spaltlinge 
der labilen ungesattigten Verbindungen «ler Peroxyde, Ozonide oder Vita- 
minasen oder Kolloide werden sich verschieden verhalten. Die im Tierkérper 
bzw. bei biologischen Vorgangen (Hefengarung) abgespaltenen Stoffgruppen 
werden im Entstehungszustande bei den sonstigen Umsetzungen gleich weitere 
Verwendung finden; die beim Aufbewahren, Kochen, Braten usw. ent- 
stehenden Spaltlinge (Schwefelwasserstoff, Mercaptan, Phosphorverbin- 
dungen und Aldehyde) werden je nach der Behandlung zum Teil verfliichtigt, 
zum Teil in den Nahrungsmitteln als solche bestehen bleiben, im Tier- 
kérper aber nicht mehr die eigenartige (antiavitaminése) Wirkung der 
Muttersubstanz dauBern. 

2?) Man nimmt an, daB im frischen Brot eine kolloidchemische Ver- 
bindung zwischen Kleber und Starke besteht, und daB diese beim Auf- 
bewahren zerfallt, indem beide Komponenten aus dem Sol- in den Gel- 
zustand iibergehen, da®B aber, wenn der Wassergehalt des Brotes nicht 
unter 30 Proz. sinkt, durch einfaches Erhitzen auf 70 bis 80° die urspriing- 
liche Verbindung wiederhergestellt wird. 

3) Naturwissenschaften 18, 749, 1925. 

*) Nach L. Fresenius und K. Harpuder (Klin. Wochenschr. 5, II, 2304, 
1926) verhalten sich kiinstliche Gemische von Ferroion, Manganion und 
Bicarbonation in gleicher Weise, jedoch tritt die katalytische Reaktion 
nur bei einer bestimmten Wasserstoffionenkonzentration auf. 
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in den griinen Blattern (und in Nahrungsmitteln selbst) unter dem Einflui 


des Sonnenlichtes gewisse molekulare Zusténde hervorgerufen werden, 
welche in dieser labilen Form zu spezifischen Biokatalysatoren werden. 

Ob und welche der vorstehend angenommenen Ansichten iiber 
die Natur der Vitamine die richtige ist, dariiber miissen noch weiter« 
Untersuchungen Aufklirung geben. Auch das angewendete Verfahren 
bedarf noch der Vervollkommnung und Erweiterung; denn wenn 
auch die aufgefiihrten und vielleicht noch andere fliichtige Stoffe nicht 
in Beziehung zu den Vitaminen stehen sollten, so sind sie der Art wie 
Menge nach bei den einzelnen Nahrungsmitteln doch so verschieden 
daB sie schon aus dem Grunde, um feinere Unterschiede zwischen 
letzteren festzustellen, weiterhin Beriicksichtigung verdienen. 
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Untersuchungen iiber Diastasesekretion. 


I, Mitteilung: 
Die Freilegung der Diastase in den Zellen der Speicheldriise. 


Von 
E. J. Lesser, 
Aus dem Laboratorium der stadiischen Krankenanstalten in Mannheim.) 
(Eingegangen am 24. Februar 1927.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 
I. 


Die Glandula parotis der weiBen Maus liegt lateral vom Kieferwinkel 
an den hautigen Gehérgang angewachsen (s. Abbildung 1). Sie wiegt 


Ohrmuschel Glandula parotis 


M. masseter 


~ Lymphdrusen 


M. digastricus 


Fe t " b 
Hautiger ettgewebe 
Gehérgang 


Glandula 
thyreoidea 


M. sterno-cleidosmastoideus Trachea 


Abb 1. Die Haut ist medial, vom Sternum bis zu dev Schneidezihnen, bei dem auf dem Ricken 
liegenden Tier durchschnitten und seitswirts abpripariert. Rechts ist alles Fettgewebe und alle 
Driisen aufer der Parotis entfernt, links ist nur die Haut zuriickpripariert. Halbschematisch. 


bei erwachsenen minnlichen Tieren zwischen 10 und 20 mg. Die rechte 
und die linke Driise wurde sofort nach der Tétung des Tieres so heraus- 
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prapariert, daB méglichst wenig Fettgewebe daran haingen blieb und 
moéglichst wenig Driisengewebe im Tier belassen wurde. Jede Driis: 


wurde auf einer Torsionswage (Hartmann und Braun) rasch auf 0,2 my 


gewogen und in einer kleinen Porzellanreibschale méglichst fein zer 
rieben. Nach der Verreibung wurde die Reibschale quantitativ mit 
kochsalzhaltigem Phosphatgemisch (py 6,8) ausgespiilt und die Spiil 
fliissigkeit im MeBkélbchen auf 10 cem gebracht. Die MeBkélbchen 
blieben einige Stunden bei Zimmertemperatur stehen, dann wurde von 
ungelést gebliebenen Gewebsfetzen abfiltriert und in einem kleinen 
Bruchteil des Filtrats die Diastasebestimmung nach Rona und 
van Eweyk') ausgefiihrt (Einzelheiten siehe Abschnitt 11, zur Methodik) 
Es fanden sich dann im Extrakt der linken und der rechten Driise nahezu 
gleiche Diastasemengen. Die Diastasebestimmung nach Rona und 
van Eweyk benutzt als MaB der Diastasewirkung die Reaktionskonstante 
der monomolekularen Reaktion. Diese Konstante mit 100 multipliziert 
und durch die Anzahl Milligramme frischer Driisensubstanz, welche 
der beim Versuch benutzten Extraktmenge entspricht, dividiert, ergibt 
den Diastasewert (D. W.) von 100 mg frischer Driise, also 
D. W. = — 
mg Driise 


Eine Anzahl solcher Werte, wie sie bei unbeeinfluBten Driisen 
erhalten wurden, sind in Tabelle I zusammengestellt. Man sieht, dai 








Tabelle I. 

- Diastasewert (D. W.) der Differens 

| rechten Driise |  linken Driise Proz. 

1 3.58 3,15 + 12 

2 5,44 5,30 + 2.6 

3 4,57 4,67 — 22 

4 3,22 2,82 + 12,3 

5 2,75 2,79 — 1,45 

6 2,01 2,21 —10 
Mittelwert : 3,595 3,490 J 2.9 


die rechte und die linke Driise maximal um 12 Proz. des D. W. der 
rechten Driise voneinander abweichen. Der Mittelwert aus sechs Be- 
stimmungen weicht aber nur noch, da bald die rechte, bald die linke 
Driise einen héheren D. W. aufweist, um 3 Proz. voneinander ab. Bei 
Driisen, welche vorher bestimmten Beeinflussungen unterworfen waren. 
haben sich gelegentlich gréBere Abweichungen gezeigt. Im ganzen 


1) P. Rona und C. van Eweyk, diese Zeitschr. 149, 174, 1924. 
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Diastasesekretion. I. 


verfiige ich bisher iiber einige 60 Versuche; dabei traten viermal 
Differenzen von 18 bis 19 Proz., sechsmal von 23 bis 29 Proz. auf. 
Diese Differenzen sind wahrscheinlich alle Versuchsfehler. Wenn man 
Mittelwerte aus etwa fiinf Versuchen bildet, so fallen sie ent- 
weder ganz oder fast ganz heraus. Der Vergleich des D. W. der rechten 
und der linken Driise erméglicht es daher bei der Anstellung einer 
geniigenden Anzahl von Versuchen mit Sicherheit zu entscheiden, 
ob bei einer bestimmten Beeinflussung der Driisen eine Zu- oder Ab- 
nahme des D. W., d. h. Neubildung oder Zerstérung von Diastase ein- 


getreten ist. 

Der D. W. der Driisen verschiedener Tiere schwankt stark. Die 
meisten Werte (62 von 112) liegen zwischen 4 und 6. Der héchste Wert 
betrug 11,3, der niedrigste 1,93. Die Abb. 2 und die Tabelle 11 zeigen 


Tabelle Il. 





Haufigkeit der Fille Haufigkeit der Fille 


absolut in Proz. absolut in Proz. 


0.9 53 
8.0 0.9 
12,5 : 45 
28.5 18 
26.8 09 
9.8 








Hiufigheit der Faille 











é 7 
Abb. 2. 


die Hiufigkeit, mit der die einzelnen Werte auftreten. Es wird eine 
interessante Aufgabe sein, zu versuchen, ob man herausfinden kann, 
unter welchen Bedingungen hohe und unter welchen Bedingungen 
niedere D. W. auftreten, ferner ob man durch entsprechende Vor- 
behandlung der Tiere die Héhe des D. W. beeinflussen kann. Der 
Blutgehalt der Driise bedingt, soweit die Blutdiastase in Betracht 
kommt, keine Fehler beziiglich des D. W. Das Blutserum miannlicher 
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weiBer Mause ergab fiir 0,1 cem eine Reaktionskonstante von 0,002 92 
Wenn in 100 mg Driise selbst 0,01 cem Serum enthalten waren, so 
betriige die entsprechende Diastasemenge von 0,0003 erst 0,015 Proz., 
des niedrigsten D. W., der gefunden wurde. Der D. W. der Parotis 
betragt also das 600- bis 4000fache des Diastasegehalts des Blutserums 


Wenn man nun die Driisen sofort nach der Wagung in die von 
O. Warburg") beschriebenen Trége bringt und sie in Ringerlésung nach 
den von Warburg gegebenen Vorschriften bei 38° atmen ]aBt, so erhilt 
man im Mittel aus 61 Bestimmungen pro | mg frischer Driise in einer 
Stunde eine Sauerstoffzehrung (Vo.) von 1,78emm. Die Trocken. 
substanz wurde einmal bei sechs Driisen gleichzeitig ermittelt und ergab 
sich zu 30,2 Proz. Daraus ergibt sich fiir die Warburgsche Konstante 
Qo, der Wert Qo, = 5,89, wahrend Warburg, Posner und Negelein®) 
unter etwas abweichenden Bedingungen, da sie in kohlensiurehaltiger 
Atmosphire an Gewebsschnitten arbeiteten, fiir das Pankreas und die 
Submaxillaris des Kaninchens Werte von 4,6 und 4,1 fiir Qo, erhalten 
haben. Aus den Versuchen von Barcroft und Miiller®) an der Sub. 
emm O, .) far die 

Stunden x m 
ruhende Driise ein maximaler Wert von 1,62, wihrend der maximale 
Wert, der in diesen Versuchen fiir die Parotis der weiBen Maus gefunden 
wurde, 2,51emm pro Milligramm und Stunde betrug. Aus der von 
Warburg angegebenen Formel fiir die Grenzschichtdicke d,, bei der 
in Sauerstoff-Atmosphire noch aus- 
reichende Sauerstoffversorgung der 
Gewebe durch Diffusion vorhanden 


maxillaris der Katze errechnet sich fiir Vo. ( 





- 80) — 





vile Scher Flisssighert 





* Minuten 
O20 0 0 W 530 0 W 80 H 
Abb. 3. 

Versuch vom 1. Februar 1927. Sauerstoff- 
zebrung in Millimeter Brodie scher Flissig- 
keit. Ablesung alle 10 Minuten. Driise 
unbeeinfluBt in Ringerlésung. 





ist, errechnet sich fiir Vo, = 1,78 
die Grenzschichtdicke zu 0,61 mm 
und fir Vo, = 2,51 zu 0,52 mm 
Ich habe einige annihernde Be- 
stimmungen der Dicke der Driise nach 
der von Warburg, a. a. O., 8.323 an- 





gegebenen Methode gemacht. Dabei 
ergab sich eine zwischen 0,3 und 0.4mm liegende Dicke. Dement- 
sprechend blieb die Vo, wahrend der ersten 60 Minuten fast immer 
konstant, hiufig auch noch in den folgenden 30 bis 40 Minuten, doch 
fand hier eine leichte, etwa 10 Proz. betragende Abnahme nicht selten 
statt. (Vgl. Abb. 3.) Uber 90 Minuten wurden die Atmungsversuche 
in der Regel nicht ausgedehnt. Der niedrigste unter 61 Bestimmungen 


1) O. Warburg, diese Zeitschr. 142, 317, 1923. 
2) Warburg, Posner und Negelein, diese Zeitschr. 152, 329, 1924. 
8) Barcrojt und Miiller, Journ. of physiol. 44, 258, 1912. 
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in der normalen Driise gefundene Wert fiir Vo, betrug 1,01, der héchste 
251. Solche stark abweichenden Werte traten aber nur duBerst selten 
uf. Die meisten Werte lagen zwischen 1,5 und 2,3 (49 von 61). Eine 
(‘bersicht iiber die Haiufigkeit, mit der die einzelnen Werte vorkamen, 
zeigt die Tabelle ILI. 

Tabelle Ill. 





Oxydations- Haufigkeit der Falle Oxydations- Haufigkeit der Falle 
geschwindig«eit gescbwindigkeit 
n emm pro Std. und in cunin pro Std. und 
mg tr scher Driise absolut in Proz. mg ftrischer Drise absolut in Proz. 
1,0—1,1 1 1,6 1,8—1,9 11 18,0 
1,1—1,2 1 1,6 1,9—2,0 5 8,2 
1,2—1,3 1 1.6 2,0—2,1 6 9,8 
1,3—1,4 2 3,2 2,1—2,2 6 9.8 
14—1,5 4 6,5 2,2—2,3 1 1,6 
1,5—1,6 6 9,5 23—24 l 1,6 
1,6—1,7 8 13,1 2,4—2,5 | 1,6 
1,.7—1,8 7 11,4 





Vo, der rechten und der linken Driise weicht in der Regel um etwa 
10 Proz. voneinander ab. Unter den in Tabelle 1V zusammengestellten 
sechs Versuchen an unbeeinfluBten Driisen kommen zweimal erheblich 
gréBere Abweichungen von 23 bis 30 Proz. vor. Es gilt hier das gleiche, 
was bereits oben fiir die Bestimmung des D. W. der rechten und der 
linken Driise gesagt wurde. Die Abweichungen im Einzelversuch sind 
wahrscheinlich Versuchsfehler. Sie fallen — wie der Mittelwert der 
Tabelle 1V zeigt — bei Anstellung einer gréBeren Anzahl von Versuchen 
und Ziehung des Mittelwertes mehr oder weniger heraus. 


Tabelle IV. 


Normalversuche. 





emm O, pro mg und Stunde 2 in Proz. des 
Datum - Wertes der rechten 
Rechte Driise Linke Driise Drise 

30. VI. 1,84 1,59 14,4 

21. VIL. 2,12 1,91 9,9 

11. IX. 1,71 1,87 + 93 
 -.m 1,41 1,84 + 30.5 
«te 1,92 2,03 + 57 

a: 1,50 1,15 — 23,2 

Mittelwert : 1,75 1,73 1,15 


Untersucht man die Ringerlésung, in der die Driisen geatmet 
haben, auf Diastase, so findet man, daB sie immer Diastase enthalt. 
Der D. W. der Driise setzt sich dann aus zwei Werten zusammen, 
nimlich aus der Diastasemenge, die am SchluB des Versuchs in der 


Biochemische Zeitschrift Band 184. 9 
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Ringerlésung (kurz: auBen) enthalten ist und derjenigen, welche noc) 
in der Driise (kurz: innen) verblieben ist. Aus den ,,auBen‘ und 
, innen™ gefundenen Konstanten K, und K, wird D. W. A. und D. W. | 
in derselben Weise berechnet, wie djes oben fiir D. W. angegeben wurd: 
Also ist 

Ka, .100 DW.L= K, . 100 


mg Driisensubstanz ’ mg Driisensubstanz 
und D.W. = D.W.A. + D.W. J. 

Es entsteht die Frage, ob sich der D. W. andert, wenn bei diesen 
Versuchen in vitro ein ansehnlicher Bruchteil der Gesamtdiastase 
nach auben tritt. Die Frage ist leicht zu entscheiden. Man prapariert 
die rechte und die linke Driise, verreibt die cine sofort nach der Wagung 
und bestimmt ihren D. W. Die andere la8t man nach den Vorschriften 
Warburgs 90 Minuten in Ringerlésung atmen und bestimmt dann 
D.W.A. und D.W.1. Dabei ergab sich z. B.: 

linke Driise sofort verrieben. . .. . D.W. : 5,30 
rechte Driise hat 90 Minuten ... . D.W.A. = 0,86 
in 0,5cem Ringerlésung ......+D.W.I. + 4,58 


D. W. A. : 


geatmet, Vo, = 1,75 ........ D. W. : 5,44 


Es dndert sich also der D. W. bei dem Austritt von Diastase aus der 
Driise nicht. 

D. W. A. ist nun eine GréBe, welche von der Zeit abhingig ist. 
Um Versuche von etwas verschieden langer: Dauer miteinander ver- 
gleichen zu kénnen, muB D. W. A. stets fiir eine bestimmte Zeit an- 
gegeben werden, z. B. 100 Minuten, nach der Gleichung 
D. W. A. . 100 


Versuchsdauer in Minuten 


D. W. A.100 


Fiir manche Zwecke ist es nun, wie wir sehen werden, wesentlich, 
die GréBe D. W. A.,99 zu D. W. in Beziehung zu setzen. Dies geschieht, 
indem D. W. A.,99 in Prozenten von D. W. ausgedriickt wird. Also 


100 x D. W. Argo 
D.W. 


In der Tabelle V sind simtliche Werte zusammengestellt, die bei 
Versuchen erhalten wurden, bei denen die rechte und die Jinke Driise 
unbeeinfluBt verschieden lange Zeit in Ringerlésung geatmet haben. 
Die Tabelle gibt die Werte fiir Vo,, D.W., D. W. A.,99 Proz. und 
D. W. A.,99 wieder. Wenn wir wiederum von den bei den einzelnen 
Versuchen auftretenden Abweichungen absehen, welche durch methodi- 
sche Fehler bedingt sind und nur den Mittelwert beriicksichtigen, so 
ergibt sich: Die rechte wnd die linke Driise haben gleiche Oxydations- 


D. W. Ajo Proz. = 
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Tabelle V. 


Normalversuch. 





D. W. D. W. Ayoo Proz D. W. Ano Vers 
suchs- 
1926 ‘ rechts links rechts hnks dauer 


Datum 


13.0 72 0.36 0.20 97’ 


(,< 


10,0 110 O20 O25 9 


2,1; 
1,7 


1, S ° 18,4 15.5 0,52 0.50 104 
1.9: 2,03 4,67 ms 13.5 18,2 0,63 0,83 102 
l, 


50 ol! 3.15 3D! 16.6 19,0 0,52 0,68 105 


Mittelwert: 1,74 76 3,08 3,27 14,6 14,9 045 0,49 


geschwindigkeit, die rechte und die linke Driise enthalten zu Beginn des 
Versuchs die gleiche Diastasemenge. Aus der rechten und der linken Driise 
geht wihrend 100 Minuten die gleiche Diastasemenge nach augen, welche 
in Prozenten des D. W. 7 bis 19 Proz. betragt, im Mittel 14,75 Proz. 
D. W. A.:99 betragt zwischen 0,2 und 0,8, im Mittel 0,47. 

Die nachste Frage, die entsteht, ist: Wie verliuft der Austritt von 
Diastase nach auBen zeitlich ‘’ Nimmt die in der Zeiteinheit austretende 
Diastasemenge mit langerer Versuchsdauer zu oder ab! Um die Frage 
zu entscheiden, wurde die Versuchsdauer stark abgekiirzt. Nachdem 
die eine Driise 25 bis 40 Minuten in einem GefaB I geatmet hatte, wurde 
sie in ein GefaiB II iibertragen, wo sie 30 bis 40 Minuten blieb, und kam 
dann noch fiir 30 bis 40 Minuten in ein GefaB 11. Die zweite Driise 
blieb dagegen wihrend des ganzen Versuchs in ein und demselben 
GefaB. Diese Versuchsanordnung hat die Unannehmlichkeit, dab V,, 
nur aus 10 bis 20 Minuten gewonnen werden kann, wodurch die Genauig- 
keit des Wertes herabgesetzt wird; ferner, daB D.W. als Summe von 
vier Einzelmessungen erhalten witd, was gleichfalls die Genauigkeit 
dieses Wertes herabsetzt. Eine Ubersicht iiber drei solche Versuche 
an unbeeinfluBten Driisen gibt Tabelle V1. 


Tabelle VI. 


Normalversuch, zeitlicher Verlauf. 





Datum 
1927 links ‘ I ul nT 


D. W. D. W. A joo Proz. Ww. D. W. A.,99 rechts Periode 


4.1. 2,8: 3,2: 18.4 15.5 f 0.66 0.55 0.39 
5. I. 6 e 13.5 18,2 RS 0,75 0,62 0,54 
18. 1. 3.1! 3.58 16.6 19,0 68 0.64 0.49 0.46 


Mittelwerte: 3,5! BS 16,2 17,6 67 0,68 0,55 0,46 


Man erkennt aus der Tabelle VI zunichst, daB die Ubereinstimmung 
der Werte fiir D. W. rechts und links sich, trotzdem der eine Wert auf 
zwei, der andere auf vier Einzelmessungen beruht, innerhalb der ge- 

9* 
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woéhnlichen Grenzen hilt. Dasselbe gilt fiir dieWerte von D.W.A., 95 Proz. 
Der Wert von D. W. A.,o9 sinkt wiahrend der drei aufeinanderfolgenden 
Perioden von je etwa 30 Minuten dauernd ab. Daraus méchte man 
schlieBen, daB das Austreten von Diastase nicht auf ,,Absterbeerschei- 
nungen* der Driise beruht, die eine Folge der nicht vollkommen physio 
logischen in-vitro-Bedingungen sind. Gegen diese Uberlegung ist aber 
ein Einwand méglich. Infolge des Austretens von Diastase aus der 
. Zelle ist am Anfang der Periode Il weniger Diastase in der Driise vor 
handen, als am Anfang der Periode I, und erst recht ist dies am Anfang 
der Periode III der Fall, da ja eine Neubildung von Diastase bei diesen 
Versuchen niemals nachweisbar war. Wenn die in einer bestimmten 
Zeit aus der Driise austretende Diastasemenge stets ein bestimmter 
Bruchteil der Gesamtdiastase in der Driise ist, muB der absolute Wert 
der austretenden Diastase dauernd sinken. Driickt man diesen aber 
in Prozenten der jeweils am Anfang der Periode in der Driise vorhandenen 
Diastasemenge aus, so miiBte dieser Wert, wenn unsere Annahme 
richtig ist, konstant sein. Es fragt sich, wie sich die Werte fiir die 
austretende Diastase in den einzelnen aufeinanderfolgenden Perioden 
zueinander verhalten, wenn sie, nach Reduzierung auf gleiche Ver- 
suchsdauer, auf die jeweils am Anfang jeder Periode in der Driise vor- 
handene Diastasemenge bezogen werden. Fiihren wir eine solche 
Berechnung einmal z. B. am Versuch vom 5. Januar 1927 durch. 
In diesem Versuch dauerte die erste Periode 28 Minuten. In dieser 
Zeit trat, pro 100 mg Driise berechnet, eine Menge von 0,21 Diastase aus. 
Die zweite Periode dauerte 37 Minuten, der Diastaseaustritt betrug 
pro 100 mg Driise 0,23. Die dritte Periode dauerte 37 Minuten, der 
Diastaseaustritt betrug 0,20. In der Driise ergab sich nach Schlub 
des Versuchs D. W.I. zu 4,03. 
Demnach ist D. W. = 0,21 + 0,23 + 0,20 + 4,03 = 4,67. 
Am Anfang von Periode | ist D. W. I. D. W. = 4,6 
” ” % a 2, D.W.I1. = D. W. — 0,21 = 4,4 
, o 3 , D.W.I. = 4,46 — 0,23 = 4,2 
D. W. A.joo ist fiir Periode 1 0,75 
Sw ee 
D. W, Assn 2s 2 *” 3 0,54 
Wird D. W.A.,99 in Prozenten des am Anfang jeder Periode 
vorhandenen D. W. 1. ausgedriickt, so ergibt sich fiir Periode 
100 x 0,75 — 16,0. 
4,67 
100 x 0,62 
4,46 
100 = 0,54 
4,23 


6 
3 


” ” 


= 13,9. 
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Fiihrt man die gleiche Rechnung auch fiir die beiden anderen 
Versuche durch, so ergibt sich: 


Tabelle VII. 





Datum Periode | Periode II Periode III 
4. I. 1927 23,5 20,7 14,8 
18.1 20,4 16,4 16,4 
5.1 16,0 13,9 12,8 
Mittelwert: 20,0 17,0 14,7 


Die Tabelle VII zeigt, daB die in 100 Minuten austretende Diastase- 
menge in Prozenten des D. W. 1. am Anfang jeder Periode ausgedriickt, 
mit der Zeit absinkt, und zwar nach 100 Minuten ungefaihr auf drei 
Viertel des Anfangswertes. Wahrend in der ersten Periode 20 Proz. 
vom DPD. W.1. herausgehen, treten in der dritten Periode nur noch 
15 Proz. aus. D. W. A. ist also kein konstanter Bruchteil vom D. W.1 

Ein ganz anderes Verhalten zeigt die abgetétete Driise. Am 
24. November wurde eine Driise abgetétet durch 35 Minuten dauerndes 
Einbringen in 0,5ccem Ringerlésung, die in 100 cem 5,2 cem Propyl- 
alkohol enthielt. Bereits nach 20 Minuten war keine Sauerstoffzehrung 
mehr vorhanden. Die Driise wurde dann fiir 36 Minuten in 0,5 cem 
reine Ringerlésung iibertragen, aber weder jetzt, noch nach erneuter 
Ubertragung in frische Ringerlésung fiir wiederum 36 Minuten trat 
eine Sauerstoffzehrung auf. Die Kontrolldriise der anderen Seite zeigte 
waihrend des ganzen Versuchs konstant die ungewdéhnlich niedrige 
Vo, von 1,30. D. W.A.,o9 Proz. betrug bei der Kontrolldriise 19. 
Die abgetétete Driise ergab, berechnet fiir 100 mg Driise in der ersten 
Periode 2,33 Diastase auBen, in der zweiten 1,62, in der dritten 0,9, 
wahrend sich am SchluB des Versuchs in der Driise noch ein D. W. 1 
von 1,34 fand. 


Demnach ist D. W. = 2,33 + 1,62 + 0,9 + 1,34 = 6,19 und 
D.W.I. der ersten Periode ist 6,19, D.W. A.) 6,7 oder 108 Proz. vom D.W.1I. 
D.W.I. ,, zweiten ,, o» 3,86, D.W.A ne S5 » 116 ,, ~~ i eee 
D.W.I. ., dritten ,, oo 2,94, D.W.A.w35 » 12 ,, “  & 


d.h.: Bei der abgetéteten Driise geht in jeder Minute derselbe Bruchteil 
der gesamten in der Driise noch vorhandenen Diastasemenge heraus, 
wodurch die absolute Menge der in der Zeiteinheit austretenden Diastase 
dauernd sinkt. Die abgetétete Driise verhalt sich also wie ein mit 
Diastaselésung gefiillter, fiir Diastase permeabler Dialysierschlauch, 
der gegen eine groBe Menge AuBenfliissigkeit dialysiert wird. D. W. 
A.199 Proz. betrigt etwa das Vierfache des Wertes der Kontrolldriise. 

Der Vergleich des zeitlichen Verlaufs des Austretens von Diastase 
aus der lebenden und aus der abgetéteten Driise ergibt also, daB in der 
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mit Propylalkohol abgetéten Driise die gesamte Diastase diffusibel ist, 
denn die in der Zeiteinheit austretende Diastasemenge ist dem Gesamt 
gehalt an Diastase in jedem Augenblick proportional. In der lebenden 
Zelle ist dagegen nur ein Bruchteil diffusibel, der gréBere Teil ist in 
der Zelle irgendwie gebunden. Die in der Zeiteinheit austretende 
Diastasemenge ist in jedem Augenblicke der in der Driise enthaltenen 
diffusiblen Diastasemenge proportional, nicht aber der Gesamtmenge an 
Diastase, welche der Summe der diffusiblen und der gebundenen Diastase 
entspricht. Daher sinkt der in der Zeiteinheit austretende, auf dic 
jeweils vorkandene Gesamtdiastasemenge bezogene Bruchteil dauernd ab 

Die in den Tabellen VIII und IX zusammengestellten Versuche 
zeigen, dap man den Austritt von Diastase aus der Driise durch Pilocar pin 
und Adrenalin steigern kann. Dagegen ist es mir bisher nicht gelungen, 
durch Atropin eine Beeinflussung der Driise zu erhalten. Die ver- 
wendeten Atropindosen betrugen 1,2, 1,8, 2,4, 3 und 4mg Atropin 
sulfur. in 100 ccm Ringerlésung. Dadurch wurde weder V,, noch D. W., 
noch D. W. A. beeinfluBt. ; 


Tabelle VIII. 
Adrenalinversuche. 





V, D. Ww. D. Ww. A.100 Proz. D. Ww. A.100 Daver 
: ee eee a eee eee 
Ringer Adres Ringer  wirkung 


Adre: 


Adre- — Ringers Adres 
nalin 


1926 nalin lésung nalin Ringer 
16. VII. 
20. VII. 
26. VIL. 
28. xX. 

ee 8 


2,07 3,69 d 46,0 | 14,2 5 0,58 


-- 2,56 0,79 
0,39 
0,70 


1,41 
1,67 _ 
1,38 5 55,! 
1,65 03 | 5 52, 
12. XI. 2,13 39,! 
1927 
. 1,82 1,52 9 | 4, 57,8 
16. L 1,85 2.12 - — 


Mittelwert: 1,84 1,74 | 494 || 558 2 | 236 


no = DO & nO 


Die in Tabelle VIII zusammengestellten Adrenalinversuche sind 
mit Adrenalinkonzentrationen von 1 : 250000 und 1 : 500000 Ringer- 
lésung angestellt. Wie die Mittelwerte zeigen, wird Vo, und D. W. 
durch Adrenalin nicht beeinfluBt. D. W. A.,99 Proz. und D. W. A.:o9 
dagegen sind sehr stark erhéht, beide etwa auf das Vierfache des Wertes 
der Kontrolldriisen. Der zeitliche Verlauf des Diastaseaustritts unter 
Adrenalinwirkung wurde in dem Versuch am 6. Januar 1927 gepriift. 
Die Adrenalindriise kam zunachst fiir 28 Minuten in eine Lésung von 
einem Teil Adrenalin auf 500000 Teile Ringer, dann in Periode II fiir 
37 Minuten in reine Ringerlésung und in Periode III noch einmal fiir 
37 Minuten in reine Ringerlésung. Es ergab sich in Periode I 0,96. 
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n Periode Il 0,59, in Periode LI] 0,48 Diastase auBen, am Schlub 
war D. W.1. 3,21. Demnach ist D. W. = 0,96 + 0,59 +- 0,48 4- 3,21 
5,24. 
Periode 1: D.W.1. D.W. 5,24, D. W.A.109 3,55 oder 67 Proz. 
vom D.W.I. 
Periode 2: D.W.I. = 5,24 0,96 4,28, D.W.A.i99 = 1,59 oder 37 Proz. 
vom D.W.1. 
Periode 3: D.W.1. 4,28 0,48 = 3,80, D.W. A. 1,30 oder 34 Proz. 
vom D.W.I. 
Wir sehen, der zeitliche Verlauf entspricht dem bei den unbeein- 
fluBten Driisen. Wenn die in jeder Periode austretende Diastasemenge 
in Prozenten der am Beginn der Periode in der Driise noch vorhandenen 
Gesamtdiastase ausgedriickt wird, sinkt der so erhaltene Wert dauernd 
ab. Besonders stark von Periode | zu Periode I1, noch eben angedeutet 
von Periode I] zu Periode III. Der Wert der Periode Il betrigt nur 
noch die Halfte des Wertes der Periode 1. Dabei ist aber D. W. A.,o 
in Periode II] immer noch gegeniiber dem D. W. A... der normalen 
Driise stark erhéht, beide Zahlen sind fiir 
ey ee es se te ee 


ree ee 


Die Pilocarpinversuche sind in Tabelle 1X zusammengestellt. 


Tabelle IX. 








Pilocarpin. 
i Vo, D. W. D. W.A.,00 Proz. D. W.A.:00 ne 
“Tie | nu | Pe lec | Ph To du En 

1926 carpin Ringer cerpin Ringer carpin Ringer carpin Ringer wirkung 
22. VII. || 2,78 | 1,57 || 582 | 5,58 | 32,1 17,2 | 1,71 | 0,95 96’ 
13. IX. 3,66 1,43 4,55 3.55 44.5 21,4 2,04 0,76 90 
27. IX. — - 3,67 2,86 43,0 16.6 1,58 0,48 81 
28. IX. 3,44 2,31 449 5,36 30,0 16,2 1,54 0,86 89 
30. IX. 3,21 2,01 5,81 5,74 40.5 15,0 2,36 0,86 85 

1927 

 * 2.31 1,63 5.51 4.61 38,0 9.5 2.10 0,44 28 
Mittelwert: 3,08 1,79 4,89 4,61 38,1 16,0 1.86 0,73 


Die angewendete Pilocarpindosis betrug stets 0,4 mg Pilocarpin. 
hydrochlor. auf 100 ccm Ringerlésung. Wiederum zeigt die Uber- 
einstimmung der Mittelwerte des D. W. bei der normalen und bei der 
Pilocarpindriise, daB keine Neubildung von Diastase unter Pilocarpin- 
wirkung stattgefunden hat. Dagegen wird Vo. durch Pilocarpin auf 
beinahe das Doppelte erhéht. Es wird interessant sein, zu versuchen, 
ob sich der Mechanismus, durch den die Steigerung der V,, durch Pilo- 
carpin bewirkt wird, wird klarstellen lassen. Es darf vielleicht daran 
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erinnert werden, dab Anrep und Cannan") an der Submaxillaris des 
Hundes nach Pilocarpingabe ein verstirktes Abwandern des Zuckers 
aus dem Blute in die Driise gefunden haben. D.W.A.jo9 und 
D. W. A.,99 Proz. sind in allen Versuchen bei der Pilocarpindriise stark 
gesteigert, doch ist die Steigerung der Mittelwerte geringer als bei der 
Beeinflussung durch Adrenalin. Der zeitliche Verlauf des D. W. A 
wurde in dem Versuch am 7. Januar 1927 verfolgt. Es ergab sich dabei 
fiir die unbeeinfluBte Kontrolldriise D. W. zu 4,61, D. W. A.,99 zu 0,44 
und D. W. A.,99 Proz. zu 9,5 bei einer Versuchsdauer von 105 Minuten 
Die Pilocarpindriise kam zuniichst fiir 28 Minuten in Pilocarpin-Ringer, 
es trat 0,59 Diastase aus pro 100 mg Driise. In Periode II (reine Ringer- 
lésung), die 37 Minuten dauerte, traten 0,51, in Periode III (37 Minuten, 
wieder reine Ringerlésung) traten 0,37 Diastase aus. D. W.I. betrug 
am Schlu8 des Versuchs 4,04, demnach ist D.W. = 4,04 + 0,59 
4+- 0,51 4+- 0,37 = 5,51. 
In Periode 1] ist D.W.I. = D.W. = 5,51, D.W.A.jo9 = 2,1 in Prozenten 
vom D.W.I. 38 Proz. 
In Periode 2 ist D.W.I. = 5,51 — 0,59 = 4,92, D.W.A-goo = 1,38, in 
Prozenten vom D.W.I. 28 Proz. 
In Periode 3 ist D.W.I. = 4,92 — 0,51 = 4,41, D.W.A.soo = 1,00, in 
Prozenten vom D.W.I. 22,5 Proz. 
Der zeitliche Verlauf des Diastaseaustritts entspricht dem beim 
Adrenalinversuch gefundenen. Wiederum sinkt D. W. A., in Prozenten 
vom D. W. 1. ausgedriickt, dauernd ab. Wiederum ist dies Absinken 
steiler als in den Normalversuchen. Wiederum ist der Wert, der in 
Periode I11 erhalten wird, etwa halb so groB wie in Periode 1. Dabei 
ist aber wiederum D. W. A. in Periode III immer noch iiber doppelt 
so groB wie bei der unbeeinfluBten Driise. Die betreffenden Werte 
sind 1,00 und 0,44. 


Es entsteht die Frage, wie kommt die ,,Bindung des nicht 
diffusiblen Anteils der Diastase in der Zelle zustande’? Es lag nahe 
hier die friiher von Zipf und mir?) fiir die Leberdiastase erhobenen 
Befunde heranzuziehen und die Frage zu priifen, ob das Austreten 
der Diastase aus der Driise durch Propyl-, Butyl- und Amylalkohol 
in isokapillarer Konzentration beeinfluB8bar sei. 


Tabelle X gibt die Versuche mit Propylalkohol wieder. Die Propyl- 
alkoholkonzentration ist in diesen Versuchen nicht genau bekannt 
Es wurde soviel Propylalkohol (etwa 4 ccm) zu 100 cem Ringerlésung 
zugesetzt, daB die Tropfenzahl, im Stalagmometer nach Traube be- 


1) Journ. of phys. 56, 248, 1922. 
®) Lesser und Zip}, diese Zeitschr. 140, 439, 1923; Lesser, ebendaselbst 
156, 161, 1925; 171, 83, 1926. 
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Tabelle X. 


Propylalkoholversuche. 





Vo, D. W. D. W. A.,o9 Proz D. W. A.:00 


Dauer 
Pr , der Eins 

opyir ; 

Ringer alkohol Ringer | wirkung 


Datum 
Propyl- 
alkonol 


. Propyl- 
Ringer alkohol Ringer 


Propyl- 
1926 alkonol 


0,50 
1,06 
1,70 
O87 
1.00 
0.53 
0,64 
0,41 


0.84 


448 4,48 Dt 11 

7.59 7.99 : 13,2 
5,61 9.17 , 18.6 
4.55 5,90 2 14,8 
5.49 4.66 ; 21.5 
4,32 4,23 40 12,6 
6,12 5,58 29 11.5 
6,07 5.45 19 7.5 


5.90 | 5.93 355 | 138 


14. VII. 
ie # 
15. X. 
+ 
XI. 

Sm Aes. 
. XIL. 
, ao 


Mittelwert: 1,90 
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stimmt, im Verhaltnis von 144 zu 100 anwuchs. Von dieser Lésung 
wurden zum Versuch 0,5 cem benutzt. Uber diese wurde 4 Minuten 
lang ein starker Sauerstoffstrom nach Erwirmen auf 38° geleitet, 
wodurch eine unbekannte Alkoholmenge verdunstete. AuBerdem 
muBte sich der zwischen 3,5 und 4,5 cem betragende gashaltige Raum 
der VersuchsgefiBe mit Alkoholdampf sittigen. Endlich nahm die 
Driise, die etwa drei Gewichtsprozent der angewandten Lésungsmenge 
betrug, eine gewisse Alkoholmenge aus der Lésung auf. Die Konzen. 
tration an Propylalkohol in der AuBenfliissigkeit war daher stets kleiner 
als einer Erhéhung der Tropfenzahl im Verhaltnis 144 zu 100 entsprach. 
Die so erhaltene Alkoholkonzentration setzt Vo. noch nicht herab. Daraus 
darf man wohl schlieBen, da® das erhaltene Ergebnis nicht auf eine 
, Zellschidigung** zu beziehen ist, mit anderen Worten, daB nicht unter 
irreversiblen Bedingungen gearbeitet wurde. Ebensowenig wie V,, 
wurde D. W. beeinfluBt.  D. W. A.qog Proz. und D. W. Argo zeigt n 
dagegen Steigerungen von dhnlicher GréBenordnung wiz bei der Be- 
einflussung durch Adrenalin oder Pilocarpin. 

Ein weiteres wichtiges Kriterium dafiir, wieweit der Versuch 
unter reversiblen Bedingungen vor sich geht, bildet der zeitliche Verlauf 
des Austritts von Diastase aus der Driise. Drei Versuche, in denen der 
zeitliche Verlauf bei kiirzerer Propylalkoholeinwirkung (36 bis 40 Mi- 
muten) ermittelt wurde, zeigt die Tabelle X1. 


Der zeitliche Verlauf ist hier genau derselbe wie bei den Versuchen 
mit Adrenalin und Pilocarpin. Werden die in den drei aufeinander- 
folgenden Perioden austretenden Diastasemengen auf gleiche Ver- 
suchsdauer (100 Minuten) reduziert und in Prozenten der am Anfang 
jeder Periode noch in der Driise vorhandenen Diastasemenge aus- 
gedriickt, so sinkt der so erhaltene Wert dauernd ab. Er betragt fiir 
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Tabelle XI. 


Zeitlicher Verlauf der Propylalkoholversuche. 





Periode I Periode II Periode III 


Datum 


in Proz. von 
D.W.L 


in Proz. von 
D W.!I 
D. W. A.100 


D. W.A yo 


29. XI. 
8. XI. 
10. XI. 


Mittel- ' 
werte : 46 


Periode I11 etwas iiber die Halfte des Wertes von Periode I. D. W. 

ist in Periode III aber immer noch betrichtlich héher als D. W. A.,o5 
der Kontrolldriise. Die Mittelwerte fiir D. W. A.,99 betragen 0,53 fiir 
die Kontrolldriise und 0,82 fiir die Propylalkoholdriise. 

Die mit Butylalkohol erhaltenen Werte sind in Tabelle XII zu- 
sammengestellt. Die angewendeten Butylalkoholmengen betragen 
zwischen 1,2 und 1,4ccm Butylalkohol auf 100 cem Ringerlésung 
Die Tropfenzahl der Lésungen wurde durch den Alkoholzusatz im Ver- 
haltnis von 140 bis 150 zu 100 gesteigert. Die genaue Alkoholkonzen- 
tration im Versuch ist auch hier aus den gleichen Griinden wie beim 
Prpoylalkohol unbekannt. Doch handelt es sich um eine etwa iso- 
kapillare Konzentration, nicht um eine isomolare. Eine isomolare 
Konzentration wiirde etwa die vierfache Menge (rund 5 cem) an Butyl- 
alkohol auf 100 ccm Ringerlésung enthalten haben. 


Tabelle XII. 


Butylalkoholversuche. 





Eins 


D. W. A.; 00 Proz. D. W. A.100 
3 ee wirkungs- 


Butyl Butyl. 
Ringer eltsehel Ringer alkohol Ringer 


Butyl- 

alkonol alkohol 
1,66 4,23 - 29.5 11,6 2: 0.54 
2,26 5,00 214 10,3 J 0,51 
1,60 51 Dd, 22.0 93 li 0.53 
1,72 3,94 Ab) 18,1 9.3 0.39 
1.80 6,30 5,8: 26,5 18,6 ) 1,08 


1,77 1,86 3,64 my 25,0 13,4 0,91 0,58 


1,76 182 4,70 4,91 23,8 12,1 1,12 0,61 


Man sieht aus der Tabelle XII, daB die angewendeten Butyl- 
alkoholkonzentrationen auch hier so gewahlt waren, daB noch keine 
Atmungshemmung eintrat, so daB wiederum eine irreversible Schadigung 
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der Zellen nicht eingetreten sein kann. Ferner erkennt man aus den 
drei ersten Versuchen, die unter recht ahnlichen Bedingungen angestellt 
waren (D. W. A.,9, und D. W. A.,99 Proz. sind bei den drei Kontrolldriisen 
fast dieselben), daB die Dauer der Alkoholeinwirkung keine Rolle spielt. 
Obwohl in dem Versuch vom 17. Dezember die Einwirkungsdauer weniger 
als ein Viertel der im Versuch vom 22. Oktober benutzten betrug, ist 
D.W.A., 99 und D.W. A. 99 Proz. bei beiden von ungefihr gleicher GréBen- 
ordnung. Dabei ist zu beriicksichtigen, daB D. W. A.,99 hier stets unter 
Zugrundelegung der ganzen Versuchsdauer berechnet worden ist, nicht nur 
aus der ersten Periode der Versuche, in denen der zeitliche Verlauf von 
DD. W. A.,o9 bestimmt wurde. Die Tabelle X11 liefert im tibrigen das 
von den Adrenalin-, Pilocarpin- und Propylalkoholversuchen bereits 
bekannte Bild. Keine Anderung vom D. W. und Vo,, Steigerung von 
D. W. A.jo9 und D. W. A., 99 Proz. auf beinahe das Doppelte. Dasselbe 
gilt fiir Tabelle XIII, welche den zeitlichen Verlauf darstellt. Eine 


Tabelle XIII. 


Zeitlicher Verlauf der Butylalkoholversuche. 





Periode I Periode II Periode Ill 


in Proz. von 
D. W.1. 


in Proz. von 
D. W.L 

D. W. A.,00 

D. W. A i900 


< - 
= s 
ra) ra 


1926 


15. XI. 
17. XU. 
20. XI. 
30. XIL. 
1927 


O81 

083 | 18,8 
0,42 | 12,2 
1,2 23,6 
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Differenz gegeniiber den bisher mitgeteilten Versuchen besteht nur 
insofern, als die Steigerung von D. W. A.,o9 (Tabelle X11) etwas geringer 
ausfallt als beim Propylalkohol und das Absinken der in Prozenten vom 
D. W. |. ausgedriickten D. W. A.,99 mit der Zeit in den Butylalkohol- 
versuchen etwas weniger steil ist. Dies liegt wohl daran, daB die ver- 
wendeten Alkohollésungen nicht genau isokapillar waren. Eine Wieder- 
holung der Versuche unter Messung der Oberflichenspannung oder 
der Alkoholkonzentration in der Ringerlésung nach SchluB des Versuchs 
wire zur Entscheidung der Frage wiinschenswert. Allerdings setzt sie 
ein Verfahren voraus, mit dem man in 0,5 ccm Lésung sehr rasch eine 
Messung der Oberflichenspannung vornehmen kann. 

Einige Versuche mit Amylalkohol sind in den Tabellen XIV und XV 
mitgeteilt. 
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Tabelle XIV. 


Amylalkoholversuche. 





VO, D. W. 


D. W. A.r00 Ein- 


wirkungs 
normal || zeit 
i] 


D. W. A.,o0 Proz 


nyls 


Datum 
Am 
alkohol 


Amyl- 


Amyl- 
alkobol 


Amyl- 
alkonol 


} ma 
alkohol normal 


normal norma! 


1926 

27. X. | 1,80 | 1,87 547 33,8 | 182 | 1,94 
1927 

| 1,1 

15. Il. | 1,25 | 1,56 | 593 | 5,64 | 265 83 | 1,5 


Mittel- ‘ _ — - © nr 
Gente: 1,38 | 1,67 | 5, 5,54 é 1,55 


14. L. 160 1,59 5,51 5,51 20.7 | 96 14 
7 


Tabelle XV. 


Zeitlicher Verlauf der Amylalkoholversuche. 





Periode III 


Periode II 


| 
| 


Periode I 


100 
roz. von 


Datum 


1927 


10. IL. 
14. IL. 
15. I. 


Mittel- 
werte: 


3,18 
551 
5.938 


OSS 
1,53 
1,81 


1,41 


D.W.A.100! 
in Proz von 


D. W.L. 


w bo bo 
=e 
Sr | Grovor 


to 
2 

< 
S 


in Proz. von} 
D. W.1. 
D.W.A 


in P: 


24,8 
29,6 
36,0 


30.1 


Die Amylalkoholkonzentration war wiederum so gewihlt, dab 
eine ungefahr isokapillare Lésung entstand. In 100 ccm Ringerlésung 
waren 0,44 bis 0.56cem Amylalkohol enthalten. Die Tropfenzah! 
erhéhte sich dadurch gegeniiber Wasser im Verhiltnis von 144 bis 
152: 100. Eine Lésung, welche die gleiche Anzahl Mole, wie die ver- 
wendete Propylalkohollésung enthalten hatte, wiirde in 100 cem Lésung 
11,7 cem Amylalkohol enthalten haben. Die im eigentlichen Versuch 
vorhandene Alkoholkonzentration ist auch hier um einen unbekannten 
Wert kleiner als den angegebenen Tropfenzahlen entspricht. In zwei 
von den drei Versuchen ist eine Hemmung der VQ, durch den Amy!l- 
alkohol eingetreten, die wohl auBerhalb der Versuchsfebler liegt (30,5 
und 20 Proz. Erniedrigung). In dem Versuch vom 15. Februar 1927 
konnte aber, da hier die Beeinflussung nur wihrend des ersten Drittels 
der Versuchsdauer stattfand, festgestellt werden, daB diese Hemmung 
vollkommen reversibel war. Ebenso zeigt der zeitliche Verlauf des Aus- 
tritts von Diastase, daB es sich nicht um eine irreversible Beeinflussung 
gehandelt hat. In den beiden Februarversuchen sinkt in der zweiten 
Periode der in Prozenten vom D. W.1. gemessene Diastaseaustritt 
noch nicht, steigt vielmehr noch etwas an, indessen kommt dies auch 
sonst gelegentlich vor, z. B. im Butylalkoholversuch vom 17. Dezember 
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in Tabelle XII] und im Propylalkoholversuch vom 10. Dezember in 
Tabelle XI. Dementsprechend ist das Absinken von D. W. A.,99 in 
Prozenten vom D. W. 1. ausgedriickt, von Periode Il zu Periode III 
um so betrachtlicher. Im iibrigen geben die Versuche mit Amylalkohol 
genau dasselbe Bild wie diejenigen mit Butyl- und Propylalkohol von 
ungefahr isokapillarer Konzentration. 


Tabelle XVI. 





, Zeilicher Verlauf 
D. W. oS -Asee D. W. A.s00 D. W. A.joo_ Proz. 
— nea! von D. W.I 
be he. Penode 


‘ be. 
cinflust normal einfluBt normal cinfluBt normal ; iI iT 


Normal . . . | 3,08 | 3,27 14.6 . 045 0,49 20 17 47 
Adrenalin. . 4,65 4.94 553 7 2.36 | 0,67 67 37 34 
Pilocarpin. . 489 461 58, i, 1.86 | 0,73 38 28 22.5 
Propylalkohol 5.90 5.93 35.5 3.8 2.01 0.84 46 36 26 
Butylalkohol . 470 491 23,8 2, 112 0,61 31 27 19,7 
Amylalkohol. | 5,76 5,54 27 y 1,55 | 0,67 | 29 30 15 


In Tabelle X VI habe ich die Mittelwerte aus allen Versuchen noch 
einmal nebeneinander gestellt. Man sieht, daB D.W. Ajo, und 
D. W. A.jog Proz. in allen Versuchsreihen bei den unbeeinflugien Driisen 


nur kleine Schwankungen aufweisen (zwischen 0,49 und 0,84 und 
zwischen 12 und 16 Proz.). Dagegen sind die Erhéhungen von D. W. A.1o 
und D. W. A.joq Proz. bei den beeinfluBten Driisen in allen Versuchs- 
rethen sehr betrdchtiich und fiir Pilocarpin qnd die verschiedenen Alkohole 
von ungefahr gleicher GréBenordnung. Am niedrigsten ist die Steigerung 
beim Butylalkohol (199 Proz.), am héchsten beim Propylalkohol 
(256 Proz.), dazwischen liegen Pilocarpin (239 Proz.) und Amylalkohol 
225 Proz.). Die Differenzen zwischen den verschiedenen Alkoholen 
beruhen wohl darauf, daB sie nicht in genau isokapillarer Konzen- 
tration zur Einwirkung kamen. Betrichtlich héher ist dagegen die 
Steigerung durch Adrenalin (390 Proz.). 

Der Vorgang des Austretens von Diastase ist mit den energie- 
liefernden Prozessen in der Zelle wahrscheinlich nicht direkt verbunden. 
Der Diastaseaustritt kann gesteigert sein bei steigender (Pilocarpin), 
gleichbleibender (Adrenalin, Propyl-, Butylalkohol) und leicht gesenkter 
Vo, (Amylalkohol). Es ist also wahrscheinlich ein Vorgang, der keine 
Energiezufuhr verlangt. Da nun Vo, bei der Driise im Tierkérper stets 
erheblich bei der Sekretionstitigkeit steigt, muB man wohl annehmen, 
daB der Vorgang, der unter Steigerung des energieliefernden Prozesses 
ablauft, die Sekretion von Wasser und von Salzen ist. Die weitere 
Untersuchung der Pilocarpinwirkung an der ausgeschnittenen Driise 
kann vielleicht entscheiden, wieweit diese Anschauung richtig ist. 
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Daraus, daB die verschiedenen Alkohole in isokapillarer und nicht 
in isomolarer Konzentration wirken, muB nach dem Vorgang 
L. Traubes') und O. Warburgs*) der SchluB gezogen werden, daB es 
sich um eine Beeinflussung von Grenzflichen handelt. Es kénnt: 
sich um die Grenzflache der Zelle gegen auBen, d. h. um die sogenannte 
Zellmembran handeln. Dagegen spricht aber der zeitliche Verlauf de: 
Steigerung des Austritts von Diastase, welche die Periode der Einwirkung 
der Pharmaka erheblich tiberdauert. Der zeitliche Verlauf der unter 
reversiblen Bedingungen angestellten Versuche mit Beeinflussung durch 
Sekretionsgifte ist derselbe wie bei normalen, unbeeinfluBten Driisen, 
und nur erklarbar, wenn angenommen wird, daB die Diastase in zwei 
Formen in der Driisenzelle vorhanden ist, nimlich als diffusible, im 
Zellsaft geléste Diastase, und als ,,gebundene‘ Diastase. Bei der 
Tétung des Tieres ist oder wird eine gewisse Menge Diastase diffusibel 
die mehr als 15 Proz. der gesamten Diastasemenge betraigt. Diese geht, 
allmahlich immer langsamer, entsprechend ihrer abnehmenden Menge, 
aus der Zelle heraus. Die benutzten Beeinflussungen, und zwar sowoh! 
die ,,spezifischen** Sekretionsgifte Pilocarpin und Adrenalin, wie die 
oberflichenaktiven Alkohole, vermehren die Menge der diffusiblen 
Diastase auf Kosten der gebundenen. Der Austritt der diffusiblen 
Diastase erfolgt dann, auch wenn die Einwirkung des Pharmakons 
langst aufgehért hat, in derselben Weise, wie der Austritt von Diastase 
aus der unbeeinfluBten Driise. Daraus ergibt sich, daB einmal diffusibel 
gewordene Diastase entweder gar nicht oder. nur zu einem Teil wieder 
,gebunden“ wird. 

Diese Bindung wird durch das Eindringen oberflichenaktiver 
homologer Alkohole von isokapillarer Konzentration in die Zelle gelést. 
Daher handelt es sich um Vertlrdéngung von Diastase aus einer Adsorption 
an Grenzfldachen der Zellstruktur, die auch als ,,Freilegung* der Diastas¢ 
bezeichnet werden kann. 

Es scheint mir von héchster Bedeutung, daB simtliche Stoffe, 
welche in der Parotis der weiBen Maus Diastase freilegen, an der Leber 
zuckertreibend wirken. Fiir das Adrenalin und oberflichenaktive, 
isokapillare Alkohole ist dies unter reversiblen Bedingungen von Zip/ 
und mir gezeigt worden, nachdem bereits vorher die Adrenalinwirkung 
an der herausgeschnittenen Saugetierleber von Jwanoff*) und Masing‘*), 
an der Froschleber von Bang*) und Fréhlich und Pollack*) gezeigt war. 


1) L. Traube, Pfliigers Arch. 153, 276, 1913. 

2) O. Warburg, Jahresber. ii. d. ges. Phys. u. Pharm. 1, 136, 1923. 
8) Iwanoff, Centralbl. f. Physiol. 19, 891, 1905. 

*) Masing, Schmiedebergs Arch. 69, 431, 1912. 

5) Bang, diese Zeitschr. 49, 1 und 81, 1913. 

8) Fréhlich und Pollak, Schmiedebergs Arch. 77, 265, 1914. 
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Fir das Pilocarpin ist die zuckertreibende Wirkung, die durch Hydrolyse 
des Glykogens durch die Leberdiastase verursacht wird, durch Bornstein 
und Vogel'), sowie durch Hornemann?) nachgewiesen worden. Wir 
haben den Vorgang, d. h. die zuckertreibende Wirkung dieser Pharmaka, 
friiher als Freilegung der Leberdiastase aus einer reversiblen Adsorptions- 
bindung an die Zellstruktur erklart. Wir finden ihn an der Parotis 
der weiBen Maus vollkommen wieder und stehen daher nicht an, den 
Ubergang der Diastase aus der Speicheldriise in, den abgesonderten 
Speichel auf die vorherige Freilegung der Diastase aus ihrer Adsorptions 
bindung in der Zelle zuriickzufiihren. Ich glaube hiermit den wesentlichen 
Punkt bei der Sekretion der Verdauungsfermente klargestellt zu haben. 
Denn mit der hier befolgten Methodik wird es hoffentlich méglich sein, 
auch die Pepsinsekretion bei der Magenwand der weiBen Maus, oder die 
Invertinsekretion beim Diinndarm, vielleicht auch die Trypsinsekretion 
beim Pankreas an der herausgeschnittenen Driise quantitativ messend 
zu verfolgen und zu _ beeinflussen. 

Eine Differenz besteht zwischen Leber und Speicheldriise insofern, 
als die freigelegte Diastase aus der Leberzelle nicht austritt*). Dies 
liegt wohl daran, daB sie bei der Winterleber des Frosches unterwegs 
auf groBe Glykogenmengen trifft, welche sie in der Zelle festhalten. 
Vielleicht beruht hierauf auch die Reversibilitét der Freilegung der 


Leberdiastase, welche bei der Parotis ganz oder teilweise zu fehlen 


scheint. 

Die Frage, ob das Adrenalin und das Pilocarpin an der Zelle direkt 
angreifen oder an nervésen Endapparaten des Sympathicus und Para- 
sympathicus, kann durch diese Versuche nicht entschieden werden. 
Wenn diese Pharmaka an nervésen Endapparaten angreifen, so wiirde 
deren Erregung zu einer Verkleinerung der diastaseadsorbierenden 
Grenzflichen fiihren und so Diastase aus der Adsorption verdrangen. 
Es ist frither*) darauf hingewiesen worden, daB eine solche Vorstellung 
den Mechanismas erkliren wiirde, durch welchen chemische Ge- 
schwindigkeiten in de> Zelle vom Nerven aus beeinfluBbar sind. 

Es ist vielleicht erlaubt, darauf hinzuweisen, daB die Durchfiihrung 
dieser Arbeit nur méglich war durch die Angabe einer Mikromethode 
zur Messung der Gewebsatmung durch O. Warburg und einer Diastase- 
schnellmethode durch P. Rona und C. van Eweyk. O. Warburg sagte 
in seiner ersten Abhandlung (a. a. O., 8.327), daB seine Methode 
derart sei, ,,da8 man das Verfahren iiberall da benutzen kénne, wo die 


1) Bornstein und Vogel, diese Zeitschr. 122, 274, 1921. 
2) Hornemann, ebendaselbst 122, 269, 1921. 

8) Lesser, ebendaselbst 102, 304, 1920. 

4) Derselbe, Deutsch. med. Wochenschr. 1923, Nr. 27. 
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Durchblutungsmethode aus irgend einem Grunde nicht verwendbar 
sei. Ich glaube, die vorliegende Arbeit zeigt, daB diese Voraussagung 
O. Warburgs so zutreffend wie méglich gewesen ist. Ebenso bestiitigt 
diese Mitteilung auch die letzten Satze der Arbeit von P. Rona und 
C. van Eweyk, in denen diese Autoren von ihrer Methode (a. a. O., 8. 187) 
sagen: ,,Die Durchfiihrung der Messungen ist erheblich einfacher als 
die Vornahme von Zuckerbestimmungen; es ist ohne weiteres méglich, 
selbst gréBere Versuchsreihen ohne Schwierigkeit aufzuarbeiten’. 
Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft danke ich fiir 
die Uberlassung eines Nephelometers, Herrn E. Bissinger fiir die sorg- 
faltige Ausfiihrung der zahlreichen stalagmometrischen Bestimmungen 


IL. Zur Methodik. 
1. Prdparation und Wdgung der Driisen. 
Benutzt wurden nur miannliche, weiBe Mause eigener Zucht, die 


zwischen 20 und 25g wogen. Die Vorbehandlung war die gleiche wie 
friiher beschrieben'). Die Tiere waren mit Brot und Milch gefiittert. Eine 
Hungerperiode ging dem Versuch nicht voran. Die Tiere wurden durch 
Entbluten aus den groBen AbdominalgefaBen getétet, mit dem Bauche 
nach oben aufgespannt, die Haut von der Schnauzenspitze bis zur Mitte 
des Sternums gespalten, der Schnitt iiber die Mitte der vorderen Extremi- 
taiten bis zu deren Ende fortgefiihrt und die Haut vorsichtig nach der Seite 
zuriickprapariert. Die Driise liegt, wie aus der Abb. 1 zu ersehen, an dem 
hautigen Gehérgang angewachsen. Die Herauspriparierung aus dem die 
Driise begrenzenden Fettgewebe ist nicht ganz leicht und gelang mir erst 
nach einiger Ubung. Auch dann ist man nie sicher, einerseits nur Driisen- 
gewebe zu haben, andererseits die Driise vollStandig herauspripariert zu 
haben. Ich habe lieber eher Driisengewebe im Tiere belassen als Fett- 
gewebe mitgenommen. Das beste Kriterium fiir gute Préparation ist die 
Ubereinstimmung des Gewichts zwischen rechter und linker Driise. Gewogen 
habe ich auf 0,2 mg, d. h. bei 10 mg Gewicht 2 Proz. Fehler. Eine Mikro- 
wage stand mir nicht zur Verfiigung. Da aber die Praiparation kein reines 
Driisengewebe liefert, da ferner eine verschiedene Fiillung der BlutgefiBe 
Gewichtsdifferenzen von einigen Gewichtsprozent bedingen kann, wird 
man bei Benutzung einer Mikrowage zwar die Zeit, die zwischen Tod des 
Tieres und Beginn des Versuchs verstreicht, verlangern, den Fehler aber 
kaum wesentlich verringern kénnen. Eine Bestimmung der Trocken- 
substanz der Driisen am Schlu8 des Versuchs war dadurch unmédglich 
gemacht, daB die Driisen verrieben werden muBten, um D. W. zu ermitteln. 
Von der Tétung des Tieres bis zum Versuchsbeginn vergingen 12 bis 
16 Minuten, d. h. spétestens 16 Minuten nach Tétung des Tieres befanden 
sich beide Driisen im Wasserbad bei 38° in Sauerstoffatmosphire. Es 
wurde stets zuerst die rechte Driise pripariert, was 4 bis 6 Minuten dauerte ; 
dabei wurde nur die Haut auf der rechten Seite abgezogen. Die linke 
Driise blieb also unterdessen in situ im Fettgewebe in vollkommen natiir- 
licher Lage, so daB ein Gewichtsverlust durch Verdunstung ausgeschlossen 
war. Die Préparation der linken Driise war 4 bis 6 Minuten spéter beendet 


1) Bissinger und Lesser, diese Zeitschr. 168, 398, 1926. 
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s die der rechten. Die linke Driise war also 4 bis 6 Minuten langer der 
Jirkulation und damit der Sauerstoffversorgung entzogen. AuBerdem 
lieb sie 4 bis 6 Minuten langer bei einer Temperatur, die unter der physio- 
wischen lag. Eine Beeinflussung der 9, oder des D. W. A. wurde dadurch 
nicht bewirkt, wenigstens keine solche. welche die Fehlergrenzen der Be- 
stimmungsmethode iiberschritten hatte. 


2. Bestimmung von Vo.. 


Zur Bestimmung von Vo, wahite ich die erste Warburgsche Methode, 
die ,,Trog**- und nicht die ,.Kastchenmethode“!) Die Trogmethode arbeitet 
in CO,-freier Atmosphare, also unter nicht vollkommen physiologischen 
Bedingungen. Die Kastchenmethode verlangt Doppelbestimmungen ip 
stark verschiedenen Mengen Ringerlésung, ferner genau bekannte Gewichts 
mengen zweier Gewebsstiicke von gleicher Beschaffenheit und gleicher 
Sauerstoffzehrung. Da ich die Gewichtsmengen nicht genau genug be 
stimmen konnte, Trockensubstanzbestimmungen nicht mdglich waren, 
eine genau gleiche Sauerstoffzehrung der rechten und linken Driise nicht 
vorausgesetzt werden durfte es zeigte sich dann, daB sie innerhalb det 
Fehlergrenzen meiner Methodik itibereinstimmten . 80 habe ich mich 
vorlaufig auf die ,.Trog**methode beschranken miissen, hoffe aber. die 
Versuche bald mit der ,,Kastchen**methode wiederholen zu kénnen. Dazu 
wird es nétig sein, zu untersuchen, ob bei stark verschiedenen Mengen 
der Ringerlésung, in der die Driisen suspendiert sind, D. W. A. Proz. 
gleich bleibt, was zwar wahrscheinlich ist, aber natiirlich nicht voraus- 
gesetzt werden darf. Die Ringerlésung war stets frisch bereitet nach der 
Warburgschen Angabe aus isotonischen Lésungen, wie ich mich auch 
sonst bemiiht habe, die von Warburq gegebenen Vorschriften moglichst 
genau zu befolgen. Die Bicarbonatlésung wurde stets frisch hergestellt. 
Der Ringerlésung wurden dann stets etwa 0,2proz. Glucose zugesetzt. 
Alle Lésungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser hergestellt. Die 
Trége wurden stets nach dem Versuch mit Chromsaure-Schwefelsdure 
gereinigt, griidlich mit Leitungswasser, dann mit doppelt destilliertem 


Wasser gespiilf. Endlich bei 160° im Trockenschrank fiir eine Stunde 
getrocknet. Die Bestimmung des Volumens der Trége geschah nach Warburgq- 
Rona*). Doppelbestimmungen, die in Zwischenriumen von mehreren 


Monaten vorgenommen wurden, ergaben Differenzen von 0,1, 0,27, 0,4, 
0,45 und 1,1 Proz. Bei den Versuchen, bei denen der zeitliche Verlauf von 
D. W. A. bestimmt werden sollte, wurde die eine Driise, nachdem 20 bis 
40 Minuten in Ringerlésung bei 38° geschiittelt war, aus dem Trog | heraus 
genommen, sofort in Trog 2 gebracht, der méglichst rasch an das Manometet 
angesetzt wurde. Nachdem die Verbindung zur Sauerstoffbombe hergestellt 
war und die Sauerstoffdurchleitung begonnen hatte, wurde der Trog zu 
drei Viertel seines Volumens in das Wasserbad getaucht und unter lang 
samem WSchiitteln 3 bis 4 Minuten Sauerstoff durchgeleitet. Dann nach 
Lésung der Verbindung mit der Bombe der Stopfen eingedreht und der 
Trog in die andere zum Versuch benutzte Schiittelvorrichtung gebracht 
und 15 Minuten bei offenem Hahn geschiittelt, dann wieder die Messung 
der Atmung begonnen. Dabei fanden sich in zehn Normalversuchen 

!) Warburg, ebendaselbst 152, 51, 1924. 

*) Rona, Prakt. d. phys. Chem. I. Fermentmethoden, S. 107. Berlin, 
Julius Springer, 1926. 

Biochemische Zeitschrift Band 154 10 








146 EK. J. Lesser: Diastasesekretion. 1. 

Differenzen in der ersten und zweiten Versuchsperiode von 0 bis 7,6 Proz . 
im Mittel 3,6 Proz. Zu diesen Fehlern wiirden sich die Wagefehler von 
4 Proz. addieren, wodurch sich die bei Normalversuchen (s. Teil I, Tabelle I\ 
gefundenen Differenzen zwischen der rechten und linken Driise zum gréBten 
Teile erklaren. GréBere Differenzen bei unbeeinfluBten Driisen hiangen 
wohl mit bei der Préparation der Driise begangenen Fehlern zusammen. 


° 


3. Bestimmung von D. W. 


Die Bestimmungen von D. W. und D. W. A. geschahen nach den An 
gaben von Rona und van Eweyk, die so genau wie méglich befolgt wurden, 
insbesondere beziiglich Herstellung und Priifung des verwendeten Glykogens. 
In der Ausfiihrung der nephelometrischen Bestimmungen folgte ich den 
detaillierten Angaben von Kleinmann'). Abgewichen bin ich von den 
Angaben von Rona und van Eweyk nur im folgenden. Um Glyvkogen zu 
sparen, wurden stets nicht 100, sondern nur 50cem 0,3proz. Glykogen 
lésung verwendet. Das Glykogen wurde nicht in Wasser, sondern in 
Phosphat-Kochsalzgemisch (pq = 6,8) gelést. Dieses enthielt im Liter 
stets 75cem saure und 75 cem alkalische Phosphatlésung nach Sdérensen 
und 10 cem 0,9proz. Kochsalzlésung. Zu je 50 cem Glykogen-Phosphat- 
NaCl kamen immer 5ccem Fermentlésung, so da das Cesamtvolumen 
immer 55 cem betrug. Anfanglich wurde der Wert von K stets durch drei 
Messungen ermittelt. Im Mittel aus 55 Bestimmungen betrug dabei der 
Fehler 2,3 Proz. In den spateren Versuchen wurde der Wert von K da 
es nétig war, an einem Nachmittag sechs verschiedene Diastasebestim- 
mungen zu machen nur einmal ermittelt ; dabei war die Ubereinstimmung 
zwischen D. W. rechts und links nicht schlechter als vorher, denn die Fehler 
der Diastasebestimmungsmethode sind kleiner als die Wage- und Pra 
parationsfehler. 

Die Driisen wurden stets nach Verreiben mit dem oben beschriebenen 
Phosphat-Kochsalzgemisch auf 10 cem im MeBkélbchen aufgefiillt. Dabei 
resultierte eine opalisierende Lésung, in der einige Bindegewebsfetzen 
schwammen. Die Lésung wurde filtriert durch trockenes Filter, sie wurde 
dabei aber nicht klarer; auch durch Zentrifugieren wurde sie nicht klar. 
Von der Lésung wurden dann 1 bis 2 cem auf 50 cem mit doppeltdestilliertem 
Wasser aufgefiillt, davon kamen dann 5cem zum Fermentversuch. Da 
Verreiben der Driisen mit Quarzsand dasselbe Resultat wie Verreiben 
ohne Quarzsand lieferte, wurde zum Verreiben kein Quarzsand benutzt. 
Die Ringerlésung, in der die Driisen geatmet hatten, wurde ebenfalls mit 
Phosphat-Kochsalzgemisch auf 10 cem im MeBk6lbchen aufgefiillt. Diese 
Lésung war klar. 4 bis 7cem davon wurden unfiltriert mit cdoppelt- 
destilliertem Wasser auf 50 ccm aufgefiillt und 5cem dieser Lésung zur 
Fermentbestimmung verwendet. 

Stets wurden alle Fermentversuche mit der gleichen Glykogenlésung 
angestellt. Stets wurden alle Messungen am gleichen Tage innerhalb von 
6 Stunden vorgenommen. Der ganze Versuch war stets 9 Stunden nach 
dem Tode des Tieres beendet. 


1) 4. Kleinmann, diese Zeitschr. 99, 115, 1919; 187, 144, 1923. 
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l. Einleitung und Fragestellune. 


Einwirkung von Erde auf Leuchigas wurde friiher schon von 
Bunte (5) und Biefel und Poleck (4) untersucht. Sie lieben das Gas 
lange, mit Erde gefiillte Rohre passieren, wobei Bunte keine wesentliche 
Anderung der Zusammensetzung fand. Biefel und Poleck gaben eine 
solehe an, insbesondere sollte der CO-Gehalt des Gases prozentual 
zunehmen. Es ist dies mindestens unerklart. 

10* 
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Deutliches Verschwinden des CO aus dem mit Erde in Beriihrung 
stehenden Leuchtgas wurde dagegen von C. Wehmer beobachtet 
wenn Topfpflanzen einige Wochen in einer Gasatmosphire standen 
dieselbe Wirkung hatte die Erde allein, aber nur, wenn sie nicht vorhe: 
sterilisiert wurde. Gifte hinderten den ProzeB. 

Uber die hierbei tatigen Bakterien liegen Feststellungen bislang 
nicht vor. Bekannt ist aber die Zersetzung von Wasserstoff und Methan 
durch Bodenbakterien, und es ist wahrscheinlich, daB diese auch bei 
der Leuchtgaszersetzung wirksam sind. 

Kaserer (9) (10) hat als erster aus Erde Bakterien isoliert, die Wassersto// 
zu oxydieren vermégen, und nach ihm ist viel iiber diese Knallgasbakterien 
gearbeitet worden (s. unten). Sdhngen (21) u. a. kultivierten gleichfalls 
aus Erde Methan oxydierende Bakterien. Uber die Zersetzung von Kohlen. 
oxyd durch Bakterien liegen nur wenig Arbeiten vor. Kaserer (10) gab 
zwar kurz an, daB es von gewissen Bakterien (Bac. oligocarbophilus) 
assimiliert und verbrannt wiirde; einen Beweis brachte er dafiir nicht, es 
fehlt bei ihm an jeglichen Versuchen in dieser Richtung. Assimilation des 
CO glaubte auch Lantsch (11) gesehen zu haben, auch hier ist das Ex- 
perimentelle unzureichend. 


Beweisende Versuche iiber die tatsichliche Zersetzung des CO 
durch Bodenorganismen brachte erst C. Wehmer (23). Das Verschwinden 
von mehreren Litern Kohlenoxyd unter Entstehung von Kohlensaure 


wurde experimentell verfolgt, die dabei tatigen Bakterien aber nicht 
naher beriicksichtigt. 

Dieser Stand der Fragen iiber das Verschwinden von Leuchtgas 
und Kohlenoxyd bei Beriihrung mit feuchter Erde forderte zu einer 
genaueren Bearbeitung auf. Meine Aufgabe war, die bei der Zersetzung 
der Gase beteiligten Bakierien zu isolieren und naher zu untersuchen. 


II, Wirkung von Erde auf Leuchtgas und Kohlenoxyd'). 


a) Verschwinden der Gase tiber feuchter Erde. 


Um zu zeigen, daB'die genannten Gase tatsichlich bei Beriihrung mit 
feuchter Erde eine Volumenverminderung erfahren, wurden in einer groBen 
Glasschale zwei gleiche Bechergliser umgekehrt aufgestellt und gegen die 
AuBenluft mit Wasser abgesperrt. Unter das eine der Glaser war vorher 
ein Topf mit Gartenerde gebracht, dann wurde die unter beiden Glasern 
befindliche Luft durch Evakuieren entfernt (Ansaugen des Sperrwassers) 
und durch 250 cem Leuchtgas ersetzt. Das Leuchtgas wurde der Labora- 
toriumsleitung entnommen und durch Waschen mit Wasser lediglich von 
den schwebenden Verunreinigungen befreit. 

Bei sonst gleicher Versuchsanordnnug wurden zwei weitere Becher- 
glaser mit je 250cem Kohlenoryd beschickt (durch Erhitzen von reine: 
Ameisenséure mit konzentrierter Schwefelséiure hergestellt, durch Waschen 


1) Vgl. C. Wehmer (23). 
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mit Natronlauge und Wasser gereinigt. Das so hergestellte CO brannte 
vor der Flamme mit ruhigem, blauem Lichte ab.) 

Beide Versuche wurden bei Zimmertemperatur und Lichtzutritt auf- 
gestellt. 

In den ersten Tagen nahm das Volumen der vier Bechergliser kaum ab. 
Nach etwa 8 Tagen begann das Sperrwasser des mit Erde und Leuchtgas 
beschickten Glases deutlich anzusteigen, nach etwa 3 Wochen war bereits 
der Erdtopf tiberflutet und nach 32 bis 35 Tagen nahm das Volumen nur 
noch wenig ab, ein kleiner Gasrest blieb zuriick. Das mit Leuchtgas be- 
schickte Becherglas ohne Erde zeigte sich in derselben Zeit fast unverandert. 

Etwas spiter als bei dem Versuch mit Leuchtgas nahm auch das 
Volumen des mit Kohlenoryd und Erde beschickten Becherglases ab. 
Aber erst nach 8 Wochen kam die Abnahme zum Stillstand; bis auf einen 
geringen Rest war alles Gas verschwunden, wihrend bei dem nicht mit 
Erde beschickten Kontrollversuch das Volumen kaum sichtbar abgenommen 
hatte. Die Gasreste beider Versuche gaben beim Schiitteln mit Kalkwasser 
deutliche Fallung von CaCO,, meist war aber die gebildete Kohlenséure 
im Sperrwasser gelést (Kalkwasser gab lebhafte Triibung). In den beiden 
Kontrollversuchen wurde Kohlensiure nur in den Spuren nachgewiesen, 
wie sie durch die aus der Luft geléste geringe Menge bedingt war. 

Das gleiche Resultat wurde auch bei Versuchen im Vakuwumexsikkator 
unter Ausschlu8 von Wasser erzielt. Zwei Vakuumexsikkatoren, von 
denen nur in dem einen eine Schale feuchter Erde eingestellt war, wurden 
evakuiert und in einem Falle Leuchtgas, im anderen Falle Kohlenmonoxyd 
dafiir eingeleitet. Der Exsikkator mit Erde zeigte in beiden Fallen Volumen- 
abnahme. Beim Offnen der Hahne wurden durch einen angeschlossenen 
Gummischlauch aus einem MeBzylinder beim Leuchtgasversuch nach 10 Tagen 
45 cem Wasser angesaugt, beim Kohlenoxydversuch nach 14 Tagen 18 cem. 
Die beiden nicht mit Erde beschickten Versuche zeigten unter sonst gleichen 
Bedingungen keine Volumenabnahme (in den Exsikkatoren nach dem 
Offnen kein Unterdruck.) 

Woher der zur Oxydation nétige Sauerstoff genommen wird, steht 
dahin. In den Becheyglasversuchen kann dersellye wohl aus der Luft durch 
das Sperrwasser diffundiert sein, bei den Versuchen im Exsikkator gentigte 
voraussichtlich der beim Evakuieren besonders noch in der Erde ver- 
bleibende Luftrest. 

Leuchtgas wie Kohlenoxyd werden also in Beriihrung mit feuchter 
Erde zersetzt. Schon die Volumenabnahme deutet auf eine Oxydation 
zu Kohlensaure. 


b) Versuche mit steriler Erde. 


Wenn die naheliegende Vermutung, daB es sich bei dieser Oxrydation 
um eine Wirkung von in der Erde lebenden Mikroorganismen handelt, 
zutrifft, so muB man in der Lage sein, die Zersetzung aufzuhalten oder 
aufzuheben, sobald man die Vegetation in der Erde zerstért. Diese 
Sterilisierung kann auf verschiedene Art erfolgen, entweder durch Ein- 
wirkung trockener oder feuchter Hitze oder durch Zusatz von Desinfektions- 
mitteln. 

Um zu beweisen, da8 sterile Erde die Gase nicht zu zersetzen vermag, 
wurden von derselben Gartenerde vier Proben genommen, eine derselben 
durch Gliihen sterilisiert, eine durch dreimal einstiindiges Erhitzen in 
stromendem Dampf, eine durch Zusatz von Sublimatlésung und eine durch 
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Zusatz von Carbolsdure. Bei keiner der so behandelten Erdproben tra; 
jetzt noch eine Abnahme weder von Leuchtgas noch von Kohlenoxyd ein, 
trotzdem véllig die gleiche Versuchsanordnung gewahlt wurde wie in den 
oben beschriebenen Versuchen. Das Sperrwasser zeigte bei allen Becher 
glisern noch nach 4 Wochen unveranderten Stand. Die Resultate stimmen 
also mit den von C. Wehmer (23) erhaltenen iiberein. 

Die Annahme, da8 das Verschwinden der beiden Gase bei Beriihruny 
mit feuchter Erde ein biologischer Vorgang ist, wird hierdurch bewiesen. 
Im Erdboden sind Mikroorganismen vorhanden, welche die Bestandteile 
des Leuchtgases sowie reines Kohlenoxyd unter Bildung von Kohlenséur: 


zersetzen. 


Ill. Zersetzung des Leuchtgases durch Bakterien. 
a) Rohkultur der Bakterien. 


Um diese Bakterien zu kultivieren und mit ihnen die Oxydation 
einwandfrei zu zeigen, bediente ich mich der bequemen Methode von 
H. Kaserer (10) bei der Kultur seiner Knallgasbakterien (umgekehrte 
Anwendung der EHinhornschen Giarkélbchen). 

Die folgenden Versuche wurden zunichst nur mit Leuchigas an- 
gestellt. Die Versuche mit Kohlenoxyd werden weiter unten beschrieben 
werden. 

Drei gréBere, zu diesem Zwecke besonders hergestellte Garkélbchen 
nach Einhorn wurden mit einer Nahrlésung beschickt, die lediglich 
Mineralsalze enthielt, dagegen keine organische Kohlenstoffquelle. 
Solch mineralische Nahrlésung (nach Kaserer) besteht aus: 

100 g Aqua dest. 0,10 ¢ NH,Cl, 0,05 g NaHCO, 
(Spur FeCl,) 0,05 ¢ K,HPO,, 0,02 ¢ MgSO, 


hatte also die Zusammensetzung der zur Kultur autotropher Bakterien 
iiblichen (zuerst Winogradski 1893 fiir Stickstoffbakterien). Der or- 
ganische C muB fehlen, um von Yornherein das Wachstum der zahllosen 
im Erdboden vorkommenden Bakterien méglichst auszuschlieBen und 
nur die Arten anzuhiufen, die in der Lage sind, ihren C-Bedarf aus den 
im Leuchtgas vorkommenden C-Verbindungen zu decken. 

Die mit der Nahrlésung beschickten Garkélbchen wurden am offenen 
Ende mit Watte verschlossen und sterilisiert. Beim Erhitzen flockte 
ein geringer gelblich-weiBer Niederschlag aus (wohl Eisenphosphat). 
Um die damit verbundene leichte Triibung zu vermeiden, wurde weiterhin 
das Eisen fortgelassen, es ist fiir die Bakterienvegetation entbehrlich, 
jedenfalls geniigen schon die geringsten Spuren, die in den gebrauchlichen 
Nahrsalzen immer noch als Verunreinigung vorhanden sind. Kiirzlich 
wurde angegeben, daB Hisen fiir die Kultur der autotrophen Bakterien 
unerlaBlich sei [Ruhland (20)], nach meinen Erfahrungen trifft das 
nicht zu. Zwei der so vorbereiteten Garkélbchen wurden mit einer Spur 
Gartenerde geimpft, das dritte blieb zur Kontrolle steril. In den ge- 
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schlossenen Schenkel aller drei Kélbchen wurden dann durch sterile 
Kapillare 30 cem Leuchigas geleitet und die Versuche in zerstreutem 
Tageslicht bei Zimmertemperatur (-+ 20°) aufgestellt. Schon nach 
wenigen Tagen nahm das Volumen des Gases in den beiden infizierten 
Kélbchen langsam ab, nach 3 Wochen waren etwa 25 ccm verbraucht, 
worauf Stillstand eintrat. Ein kleiner Gasrest von etwa 4 bis 5 ccm 
blieb bei den geimpften Kélbchen unverbraucht. Das sterile Kontroll- 
kélbchen hatte dagegen in den 3 Wochen nur 2 bis 3 ccm des gegebenen 
Leuchtgasvolumens verloren, wohl infolge Absorption der wasser- 
lislichen Bestandteile des Gases (CO, u. a.). 

Eine Bakterienvegetation in Form eines sehr diinnen Hduichens 
erschien auf der Fliissigkeitsoberfliche im geschlossenen Schenkel der 
beiden geimpften Kélbchen im Gegensatz zu den Versuchen Kaserers, 
wo das Hiautchen auf der Oberfliiche des offenen Schenkels erschien. 
Um die Bakterien anzureichern, wurde aus dem geschlossenen Schenkel 
der unverbrauchte Gasrest vorsichtig mittels einer Kapillare abgesaugt 
und 30 cem frisches Gas eingeleitet. Die Zersetzung ging jetzt bedeutend 
rascher vonstatten und war schon bis auf den stets bleibenden kleinen 
Rest nach 12 Tagen beendet. Die Bakterienhaut war gut entwickelt, 
die Nahrlésung selbst hatte sich getribt. 

Mikroskopisch zeigte diese Rohkultur ein regelloses Gemisch be- 
weglicher und unbeweglicher Kurz- und Langstabchen. 

Um die anspruchslosen heterotrophen Erdbakterien, die sich von 
den minimalen in der Erde der infizierten Kélbchen noch vorhandenen 
organischen Resten zu ernihren vermégen, ganz auszuschalten, wurden 
zwei weitere mit mineralischer Nahrlésung beschickte Girkélbchen 
nunmehr mit einer Spur der gewachsenen Bakterienhiute geimpft 
und dann 30 ccm Leuchtgas eingeleitet. 


Die Erscheinung der Leuchtgaszersetzung war unter Ausschlub 
der Erdinfektion durch Bakterienimpfung iibertragbar. Bereits nach 
10 Tagen zeigte sich eine Haut auf der leicht getriibten Fliissigkeit, 
das Leuchtgasvolumen verminderte sich. Wurde wiederholt Gas in 
dasselbe Kélbchen geleitet, so steigerte sich die Oxydationsfahigkeit 
derart, daB 30 ccm desselben in 8 Tagen verschwanden. Mikroskopisch 
bestanden Haut und Triibung iiberwiegend aus kurzen, zum Teil be- 
weglichen Staibchen. Sporenbildung war nicht zu sehen. 


Somit ist die Existenz Leuchtgas zersetzender Bakterien einwand- 
frei gezeigt. Die Bakterien oxydieren hier nicht nur das Gas, sie bauen 
auch ihre Zellsubstanz aus den Koblenstoffverbindungen desselben auf 
(CH,, CO, C,H, u. a.), da ihnen organischer Kohlenstoff in keiner 
anderen Form geboten wurde. Leuchtgas dient also sowohl als Energie- 
wie als Kohlenstoffquelle. Ob auch CO, in Betracht kommt, steht dahin. 
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b) Reinkultur der Bakterien. 


Zur Reinzucht der Bakterien wurde zunachst von einer rohen Bakterien 
haut dureh wiederholtes Uberimpfen in sterile mineralische Nahrlésung 
eine méglichst reine Kultur hergestellt. Da die Abimpfung aus dem 
Schenkel der Garkélbchen umstandlich ist, wurden jetzt kleine Erlenmeye: 
kolben zur Kultur verwandt, mit Nahrlésung beschickt (WatteverschluS), 
sterilisiert und mit einer Spur der rohen Haute geimpft. Die so priiparierten 
Kolben stellte ich in einen Vakuumexsikkator, evakuierte, lieB statt der 
abgesaugten Luft Leuchtgas hinein und kultivierte die Kolben in der 
Leuchtgasatmosphire bei Zimmertemperatur (Lichtzutritt). 

Sehr beschleunigt ging das Wachstum der Bakterien vonstatten, als 
ich zwecks Begiinstigung der Leuchtgaszersetzung nicht reines Gas, sondern 
ein Sauerstoffleuchtgasgemisch (2:1) gab. Jeden vierten Tag wurde das 
alte Gasgemisch abgesaugt und frisches eingeleitet. Schon nach 8 Tagen 
zeigten alle Kolben iippige Vegetation. Nachdem die Haute durch mehr- 
faches Uberimpfen in neue mineralische Nahrlésung hinreichend gereinigt 
waren, konnten dieselben fiir Reinzuchtzwecke verwandt werden. Es 
wurden von allen Hauten Malzgelatineplatten gegossen. Auf den bei Zimmer- 
temperatur kultivierten Platten zeigten sich schon nach wenigen Tagen 
Kolonien, darunter auch verfliissigende. Nach 8 Tagen impfte ich von 
den zur Entwicklung gelangten Kolonien auf mineralische Nahrlésung al 
und ziichtete in Sauerstoff-Leuchigasatmosphdre im Exsikkator weiter. Bei 
keiner Abimpfung zeigte sich jedoch innerhalb von 4 Wochen Wachstum, 
auch nicht nach wiederholter Nachimpfung. 

Die auf der Platte gewachsenen Kolonien schienen also nur ver 
unreinigende Mikroorganismen zu sein, welche die Platte iiberwucherten. 
ehe die Leuchtgas zersetzenden Bakterien zur Entwicklung kamen. 

Den gleichen negativen Erfolg hatte die versuchte Reinkultur aut 
Malzagar und anderen gebriauchlichen organischen Nahrbéden. Es wuchsen 
zwar auch hier bald Kolonien. aber keine der Abimpfungen zeigte Wachstum 
in Leuchtgasatmosphire, sobald der organische Kohlenstoff fortgelassen 
wurde. . 

Erfolg hatten die Reinzuchtsversuche erst, als ein kohlenstofffreier 
Nahrboden verwandt wurde. Benutzt wurde mineralische Nahrlésung 
mit Zusatz von 2 Proz. Agar, der mehrere Wochen lang mit destilliertem 
Wasser gewaschen war, um alle léslichen organischen Verbindungen aus 
ihm zu entfernen. Zwar verliefen auch diese Versuche anfanglich nicht 
so ganz glatt. Da mit langerer Kultur zu rechnen war, muBten die Platten 
zur Verhinderung des Austrocknens in einer feuchten Kammer gezogen 
werden, durch das verdunstende Wasser der Kammer und das Quetsch- 
wasser des Agars wurden die Kulturen aber verschmiert. Beim Kultivieren 
im Exsikkator zerrissen beim Evakuieren haufig die Agarschichten. Erst 
nach einiger Ubung gelang es, tadellose Platten zu erhalten. Dieselben 
wurden in Sauerstoff-Leuchtgasatmosphdre kultiviert, und dabei zeigte sich 
nach Verlauf von 2 bis 3 Wochen eine lebhafte Entwicklung von Kolonien, 
die schon makroskopisch voneinander unterschieden werden konnten. 

Zuniachst fielen auf allen Platten kleine, trockene, schneeweiBe Kolonien 
auf, die in ihrem Aussehen an junge, sterile Pilzkolonien erinnerten (deren 
weiBes Mycel noch nicht durch die Sporenfarbe verdeckt ist). Daneben 
wuchsen reichlich grauweiBe Kolonien, die sich rasch in ganz diinner Schicht 
iiber die Platte verbreiteten. Ferner dicke, griinlich-gelbe, schleimige Kolonien 
und endlich vereinzelt rosa-fleischfarbene Kolonien. Alle Kolonien lieBen 
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sich auf mineralische Nahrlésung iibertragen und ergaben bei Kultur in 
Sauerstoffleuchtgas lebhajtes Wachstum. Auch hier fiel wieder das rein 
schneeige Aussehen der ersten Form auf, die auf der Fliissigkeit ohne die 
veringste Triibung dicke, weiBe, trockene Inseln zeigte. Die anderen Formen 
wiesen Hautbildung mit gleichzeitiger Triibung auf. Von jeder der vier 
isolierten Arten wurden nochmals Platten gegossen, die Kolonien dann im 
Strich auf Agarréhrchen abgeimpft und in Leuchtgas kultiviert. 

Die so erhaltenen vier Formen seien der Einfachheit halber zundchst 
mit Nummern bezeichnet, und zwar: 

Nr. l. Dicke, trockene, reinweiBe Auflagerung. Mikroskopisch un- 
bewegliche Stabchen, etwa 0.8.4, daneben auch kiirzere Staibchen, 
Keine Sporen. 

Nr. 2. Diinne, sich rasch verbreitende, grau-weiBe Haut, mikroskopisch 
dickes, wenig bewegliches Staébchen, 2.4 4. Keine Sporen. 

Nr. 3. Dicke, griinlich-gelbe, schleimige Auflagerung, mikroskopisch 
Kurzstébchen, 0,5.1,5 4. In jungen Kulturen lebhaft beweglich. Keine 
Sporen. 

Nr. 4. Fleischfarbene Auflagerung, mikroskopisch unbewegliche Stab- 
chen, 0,5 bis 1 . 3 bis 4 uw. Keine Sporen. 

Bakterien, die Leuchigas sowohl als Kohlenstoff- wie als Energiequelle 
zu benutzen vermégen, sind bislang nicht beschrieben worden; allerdings 
ist Leuchtgas ein Gemisch von Gasen [H, CH,, CO, N, C,H,, C,H,, CO, 
und anderen')]. Die sehr auffallige Wuchsform der Bakterien Nr. 1, ihre 
trockenen, schneeweiBen Vegetationen, erinnerten stark an die Bakterie, 
welche Beijerinck und van Delden(1) zuerst kultiviert und beschrieben 
haben. Dieselben erhielten auf mineralischer Nahrlésung mit Gartenerde 
geimpft nach einigen Wochen eine schneeweiBe, trockene und schwierig 
benetzbare Haut und isolierten daraus ein unbewegliches Kurzstdbchen 
(Bae. oligocarbophilus), von dem sie nur wuBten, daB dasselbe ohne zu- 
gesetzten organischen Kohlenstoff wuchs und den Kohlenstoff offenbar 
aus der Luft nahm, ohne da® sie iiber die Natur der *dAufgenommenen 
C-Verbindung ins klare kamen. 

Dieselbe Bakterienart erhielt anscheinend spiter auch Kaserer (10) 
bei der Kultur von Bakterien, die Wasserstoff oxydieren xénnen, und ver- 
mutete, daB Kohlenoxyd als C-Quelle in Frage kame, was auch mit 
dem Befund von Beijerinck und van Delden in Einklang stehen sollte, da 
Kohlenoxyd nach Meinung Kaserers infolge unvollstandiger Verbrennung 
des Leuchtgases stets in der Laboratoriumsluft vorhanden sei. 

Kaserer wies jedoch das Kohlenoxyd in der Luft nicht nach, es liegen 
aber von Spitta (22) u. a. Versuche vor, in denen CO in der Luft in minimalen 
Mengen festgestellt wurde. Ich selbst habe bei langsamem Durchleiten der 
Laboratoriumsluft durch eine PdCl,-Lésung aus etwa 1 cbm Luft Spuren 
von Pd (als schwarzer Beschlag des Kolbens) erhalten und somit das Vor- 
handensein von CO nachgewiesen. 

Identitét des Bac. oligocarbophilus Beijerinck und van Delden, den 
Kaserer (aus Wasserstoff oxydierenden Rohkulturen) erhielt, und der CO 
veratmen sollte, mit meiner Bakterie Nr. 1 ist wahrscheinlich, da Wasser- 
stoff und Kohlenoxyd einen wesentlichen Teil des Leuchtgases ausmachen 


1) Nahrfahigkeit von Kohlenwasserstofjen ist mehrfach angegeben. 
Vel. Lieske, Allgemeine Bakterienkunde, 8. 94. 
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(H = 45 bis 50 Proz., CO = 8 bis 10 Proz.). Als ich Versuche anstellte. 
Sauerstof{-Leuchtgasgemische mit den einzelnen Reinkulturen der vier 
isolierten Bakterienarten zu zersetzen, ergab sich dann folgende auffallige 
Tatsache. 

Zunichst verschwand das Gas teilweise, aber bald kam die Zersetzung 
bei einem bestimmten Punkte zum Stillstand, ein Teil des Gases blieb 
stets unverbraucht. Anscheinend griff jede der Bakterienarten nur einen 
bestimmten Bestandteil des Gases an, so da8 also fiir die Oxydation von 
Wasserstoff, Methan und Kohlenstoff je eine spezifisch wirksame Bakteri« 
in Frage kémen. 

Zur Klarung dieser Verhiltnisse wurden daher Versuche mit den 
einzelnen Komponenten des Leuchtgases angestellt, um die diese Gase 
zersetzenden Bakterien zu isolieren und mit den aus Leuchtgaskulturen 
erhaltenen Arten zu vergleichen. 


c) Kultur von Wasserstoffbakterien. 


Oxydation des Wasserstofjs durch Heideerde u. a. ist seit 1839 be- 
kannt, 1892 hat Jmmendorf (8) als erster das Verschwinden von Knallgas 
iiber frischer Erde auf Wirkung von Bakterien zuriickgefiihrt. 

1906 zeigte Kaserer (9) (10) seine Oxydation und isolierte die Bakterien. 
Weiterhin ist dann wiederholt iiber diese Frage gearbeitet worden. Haupt- 
sichlich Nabokich und Lebedeff (14), Lebedeff (12), Niklewski (15) (16) (17), 
Grohmann (6) und Ruhland (19) (20) beschaftigten sich mit den Knallgas- 
bakterien. Besonders Niklewski (16) und Ruhland (20) haben in gréBeren 
Arbeiten die Verhaltnisse verfolgt und hinreichend geklart. Das Ergebnis 
ist, wenigstens soweit es fiir diese Arbeit von Interesse ist, kurz zusammen- 
gefaBt folgendes: 

Es gibt Bakterien, die Wasserstoff bei Gegenwart von Sauerstoff 
(etwa im Verhaltnis 2: 1) zu oxydieren vermégen. Das Wachstum dieser 
Bakterien auf Nahrbéden ohne organischen Kohlenstoff ist an das Vor- 
handensein von Kohlensdure gebunden, welche reduziert und so als Kohlen- 
stoffquelle verwandt wird. Die Energie liefert die Wasserstoffoxydation. 
Die Knallgavbakterien sind ganz allgemein in zahlreichen Arten in den 
oberen Erdschichten verbreitet. 

Thre Kultur bereitet keine groBen Schwierigkeiten. Ich verfuhr 
folgendermaBen: drei Erlenmeyerkolben wurden mit der bekannten 
mineralischen Nahrlésung beschickt, mit einer Spur Gartenerde geimpft 
und unter eine geréumige Glasglocke gestellt, die gegen die AuBenluft durch 
Sperrwasser abgeschlossen war. Durch Zuleitungs- und Ableitungsrohr 
wurde so lange freier Wasserstoff durch die Glocke geleitet, bis das beim 
Ableitungsrohr austretende Luftwasserstoffgemisch an der Flamme mit 
lautem Knall explodierte. Der Wasserstoff wurde aus reinem Zink und 
reiner konzentrierter Schwefelsiure hergestellt und durch Waschen mit 
Kalilauge und Kaliumpermanganat gereinigt. Sodann wurden zu dem 
Gasgemisch unter der Glocke mehrere Kubikzentimteer Kohlensdure gegeben, 
das Zu- und Ableitungsrohr entfernt. 

Nach 8 Tagen zeigte sich auf dem Kolben deutliches Wachstum. 
Alle drei Kolben wiesen eine fettige, gelblich-weiBe Haut und starke Triibung 
der Fliissigkeit auf. Volumenabnahme war merklich, das Sperrwasser war 
nach 12 Tagen erheblich in der Glocke angestiegen. Drei neue, mit der- 
selben Nahrlésung beschickte Kolben wurden nunmehr mit Spuren der 
gewachsenen Haute geimpft und unter gleichen Bedingungen kultiviert 
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\uch hier schon nach 5 Tagen Wachstums einer aus kleinen, zum Teil lebhaft 
beweglichen Staébchen bestehenden Haut. 

Die von den jungen Hauten gegossenen Agarplatten wurden unter 
einer Glocke in Knallgasatmosphdre gebracht, nach 14 Tagen war deutliches 
Wachstum sichtbar. Zundachst erschienen winzige Kolonien, die aber schon 
im Entwicklungsstadium stehen blieben und auch nach lingerer Kultur 
nicht gréBer wurden, also anscheinend nur verschleppte Erdbakterien 
waren, denen hier die Lebensbedingungen fehlten. Sodann zeigten sich 
iiberall Kolonien, deren makroskopisches Aussehen sofort mit den aus 
Leuchtgaskulturen isolierten Formen Ubereinstimmung  zeigte. Die 
trockenen schneeigen Kolonien, die gelblich-griinen schleimigen und die 
rotlich-fleischfarbenen Kolonien waren auch hier ohne weiteres zu erkennen. 
Die vierte Form, meine Bakterien Nr. 2, fehlte. Die Kolonien wurden in 
Strichkulturen auf Agar geimpft, sie zeigten auch hier dasselbe makro- 
skopische und mikroskopische Aussehen wie meine Bakterien Nr. 1, 3 
und 4. Die Abimpfungen beider Isolierungen wuchsen sowohl in Anallgas- 
als auch in Sauerstoff-Leuchtgas-Atmosphdre. 

Somit steht fest, daB die aus Leuchtgaskulturen isolierten Arten mit 
diesen Knallgasbakterien identisch sind. Bei Durchsicht der Literatur nach 
Bakterienarten, die vielleicht mit den von mir isolierten Formen iiber- 
einstimmen, wurde festgestellt, daB zwei meiner Formen offenbar bereits 
beschrieben sind. Bei der Bakterie Nr. 1 handelt es sich nach allem um 
den Bacillus oligocarbophilus von Beijerinck und van Delden, das autotrophe 
Wachstum wie auch der makroskopische und mikroskopische Befund 
macht das sehr wahrscheinlich. Die Bakterie Nr. 3 ist, anscheinend 
identisch mit dem Bacillus pantotrophus, den Kaserer (9) (10) aus Wassersto/f- 
rohkulturen erhielt. Beide veratmen Wasserstoff, sind bewegliche Kurz- 
stébchen 1,0 bis 1,5.0,1 bis 0,5 4, wachsen in griinlich-gelben, oft zih- 
schleimigen Kulturen. Die dritte isolierte Form Nr. 4 konnte in der Literatur, 
soweit sie mir zur Verfiigung stand, nicht gefunden werden. Es kann dies 
nicht verwundern, da ja bekannt ist, daB bei der Untersuchung neuer Erd- 
proben auch fast stets neue Knallgasbakterien isoliert werden kénnen 
[Grohmann (6), Ruhland (20)}. : 

Von den vier aus Leuchtgas isolierten Arten kommt also dreien die 
Fahigkeit der Wassersto//oxydation zu. Jetzt erklirt sich auch der Befund, 
daB die Oxydation des Gases mit Reinkulturen bei einem bestimmten 
Punkte zum Stillstand kommt. Die Reinkulturen veratmen aus dem 
Leuchtgas lediglich den Wasserstoff, wihrend Methan und Kohlenoxyd 
nicht angegriffen werden. 

Da neben Wasserstoff auch Methan bekanntlich einen wesentlichen 
Bestandteil des Leuchtgases darstellt (30 bis 35 Proz.), ebenso Kohlenoxyd 
(8 bis 10 Proz.), war nun zu vermuten, daB man aus den Leuchtgasroh- 
kulturen auch Bakterienformen isolieren kann, die mit den Methan- und 
Kohlenoxydbakterien identisch sind. Vorweg sei schon bemerkt, daB sich 
diese Annahme tatsachlich fiir beide Bakterienarten bestatigte. 


d) Kultur der Methanbakterien. 


Kuserer (9) stellte seinerzeit fest, daB gewisse Bakterien Methan als 
C- Quelle ausniitzen kénnen. Kurz darauf zeigte Séhngen (21), dab Methan 
sowohl als Stoff- wie als Energiequelle (Oxydation zu CO,) dient. Genauet 
untersucht wurde die Methanoxydation von Miinz (13). 
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Nach der Vorschrift von Séhngen (21) wurde zum Vergleich mit den 
Leuchtgasbakterien auch eine Methan oxydierende Bakterie aus der Erde 
isoliert. Nahrlésung: 


100g Aqua dest. ....... . 0,05g K,HPO, 
0,lg MgNH,PO,....... . 0,02g Ca8O, 


Drei Erlenmeyerkolben, mit dieser Lésung beschickt, wurden mit 
Erde geimpft und unter einer Glocke einer Atmosphaére von ein Dritte! 
Methan und zwei Drittel Luft ausgesetzt (30 bis 35°, zerstreutes Tageslicht ) 
Das Gas wurde durch Erhitzen von Natriumacetat mit Atznatron her 
gestellt und mit Wasser gewaschen. 


Nach wenigen Tagen schon bildete sich eine schmutzig-graue Haut 
auf der Lésung, die durch wiederholtes Uberimpfen auf frische Nahrlésung 
méglichst gereinigt wurde. Von jungen Hauten wurden Platten mit 
mineralischem Naéhragar gegossen. Nach achttagiger Kultur unter der Glocke 
in Methan-Luftatmosphdre entwickelten sich auf allen Platten reichlich 
Kolonien eines Bazillus, der auf Agar in diinnen, sich schnell verbreitenden, 
grau-weiBen Hauten wuchs. Unter dem Mikroskop zeigte sich ein beweg- 
liches, dickes Staébchen von 2 . 3 bis 4 u. Dasselbe war allem Anschein nach 
identisch mit dem Bacillus methanicus Séhngen und wuchs auch in Leuchtqas 
auf Kosten des in demselben vorhandenen Methans. 


Nach dem makroskopischen und mikroskopischen Befund sowie nach: 
der chemischen Leistung ist die isolierte Bakterie nicht nur mit dem Bac. 
methanicus Séhngen identisch, sondern auch mit der aus Leuchtgaskulturen 
erhaltenen Bakterie Nr. 2, da derselben ebenfalls die Fahigkeit zukommt, 
Methan zu veratmen. 


ZusammengefaBt kann aiso iiber die Leuchtgaszersetzung folgendes 
gesagt werden: ' 

Leuchtgas verschwindet bei Beriihrung mit feuchter Erde unter An 
reicherung von Kohlensaéure infolge Wirkung von Erdbakterien, von denen 
vier Arten isoliert werden konnten. 


Der Vorgang ist kein einheitlicher, sondern fiir jeden Bestandteil sind 
spezifische Bakterienarten wirksam. Von den vier isolierten Formen kommt 
dreien die Fiahigkeit der Wasserstofforydation, einer die der Methan- 


oxydation zu. 
Drei der aufgefundenen vier Spezies sind in der Literatur schon be- 
schrieben und zwar: 
Bakterie Nr. 1 Bac. oligocarbophilus Beijerinck und van Delden, 
3 = +» methanicus Séhngen, 
$ = s+ pantothrophus Kaserer, 
4 = noch nicht beschrieben. 


IV. Die Zersetzung des Kohlenoxyds. 


Die interessantere Frage ist die der Oxydation des Kohlenoxyds 
durch Bakterien, die noch wenig erforscht ist. DaB in der Erde Bakterien 
vorkommen, die Kohlenoxyd zu zersetzen vermégen, ist schon zu Begiun 
der Arbeit bewiesen [s. auch C. Wehmer (23)]. In der Literatur finden 
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sich nur einzelne kurze Angaben, und die bakteriologischen Werke 
begniigen sich meist mit dem Hinweis, daB es Bakterien geben soll, 
die Kohlenoxyd veratmen und zwar auf Grund der Angaben von 
Kaserer (10). 


Kaserer, der iiber Knaligasbakterien arbeitete, beimpfte eine mineralische 
Nahrlésung mit Erde und setzte sie dann einer Knallgasatmosphare aus, 
wobei nach mehreren Tagen eine Bakterienvegetation auftrat; er unter- 
schied zwei Falle. Entweder triibte sich die Kulturfliissigkeit ohne Haut- 
bildung, dann bestand die Rohkultur im wesentlichen aus einem kleinen, 
heweglichen Kurzstébchen, das er Bacillus pantothrophus nannte, oder es 
zeigte sich Hautbildung, dann erhielt er ein unbewegliches Stabchen, das 
er nach dem makroskopischen und mikroskopischen Aussehen als den 
Bacillus oligocarbophilus benannte, den Beijerinck und van Delden (1) 
kurz vorher aus Erde isoliert hatten. Wahrend Kaserer seinen Bac. pan- 
tothrophus leicht in Reinzucht erhalten konnte, gelang es ihm nicht, weder 
auf organischen Naihrbéden, noch auf anorganischem Substrat in Wasser- 
stoffatmosphare den Bac. oligocarbophilus rein zur Entwicklung zu bringen. 
Durch Kultur auf mineralischen Lésungen an der Luft erhielt er Rein- 
kulturen, aber diese konnten nicht Wasserstoff oxydieren. Rohkulturen 
oxydierten also, Reinkultur nicht. Kaserer isolierte nach Beijerincks Vor- 
schrift den Bac. oligocarbophilus durch Kultur einer mineralischen, mit 
Erde beimpften Nahrlésung an der Luft, derselbe zeigte dihnliches Ver- 
halten. Reinkulturen oxydierten nicht, Mischkulturen mit den! verunrei- 
nigenden Organismen (Fluoreszenten) oxydierten bald, bald nicht. Als 
er Versuche anstellte, das Kohlenoryd auf seine Brauchbarkeit fiir Erd- 
bakterien zu priifen, erhielt er auch hier Vegetation des Bac. oligocarbophilus. 
Er kultivierte die Bakterien in Einhornschen Garkélbchen, die mit minerali- 
scher Lésung beschickt und mit Erde geimpft wurden. In den geschlossenen 
Schenkel wurde Kohlenoryd eingeleitet, das nur teilweise verschwand. 
Auch die Reinkultur sollte Kohlenoxyd veratmen, jedoch kam die Reaktion 
bald zum Stillstand, weil, wie Kaserer annimmt, die gebildete Kohlensaiure 
fiir den Organismus schadlich ist. Diese Annahme hat wenig fiir sich, da 
wohl anzunehmen ist, daB8 die gebildete geringe Kohlensiuremenge sich 
bald in der Kulturfliissigkeit lést und langsam an die AuBenluft abgegeben 
wird. Als Kaserer versuchte, die Bakterien unter Glocken zu ziehen, unter 
die zur Absorption der Kohlenséure ein Glaischen mit Kalilauge gebracht 
wurde, war das Resultat auch hier nicht befriedigend, da die Mikrobe aus 
unbekannten Griinden oftmals nicht wuchs. Trotzdem nahm der Verfasser 
als sicher feststehend an, daB eine Veratmung von Kohlenoxyd stattfand. 


Die Tatsache paBte zwar gut zu dem Befund von Beijerinck und 
van Delden (1), deren Mikrobe an der Luft ohne zugesetzten organischen 
Kohlenstoff gedieh und seinen Kohlenstoffbedarf offenbar aus der Luft 
deckte. Die Verfasser glaubten, daB es sich bei dem aufgenommenen Kérper 
um den kohlenstoff- und stickstoffhaltigen Bestandteil der Luft handelte, 
den Henriet (7) entdeckte und der nach dessen Angaben ein substituiertes 
Formamid sein soll. Kaserer nimmt dagegen an, daB die aus der Luft auf- 
genommene Verbindung Kohlenoxryd ist, das infolge unvollstandiger Ver 
brennung des Leuchtgases in der Laboratoriumsluft vorhanden sein sollte. 

In neuerer Zeit hat Lantzsch (11) noch tiber den Bac. oligocarbophilus 
gearbeitet. Derselbe bemerkte auf der Oberflaiche von destilliertem Wasser, 
das abgedeckten Quarz bedeckte, im Laufe der Zeit eine Bakterienhaut, 
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diinn, schneeweiB und sehr trocken, die er als Bac. oligocarbophilus Beijerinc| 
ansah. Er impfte die Haut, die also ohne Kohlenstoff an der Luft gewachsen 
war, in eine Lésung von 


80 g Aqua dest. 0,01g K,HPO,, Spur FeCl,, 
20 g Leitungswasser 0,01 g NaNO,, Spur MgSQ,. 


Die damit erhaltene Kultur zeigte mikroskopisch Fdden und Stabchen, 
daneben Kokken, beide vom Durchmesser 0,5 4. Wahrend Beijerinch 
seine Mikrobe als kokkenartiges Kurzstabchen schildert, erhielt Lantzsci 
iiberwiegend eine fiidige Wuchsform und nannte sie daher Actinomyces 
oligocarbophilus. Da die organische Verunreinigung der Luft, die fiir di: 
Bakterie offenbar als Kohlenstoffquelle in Betracht kam, dem Verfasse: 
nicht bekannt war, kultivierte er sie auf der oben angefiihrten Nahrlésung 
in einer Atmosphaére von 


1. Ameisensaéure, 5. Buttersaure, 
2. Formaldehyd, 6. Benzol, 
3. Essigsaure, 7. Xylol. 


4. Aceton, 


Als Resultat dieser Versuche ergab sich, daB beide Formen, sowol)! 
die faidige, als auch die kokkenartige selbst in Reinkultur nebeneinande: 
bestehen, er sah das als eine ,,Reaktion‘‘ auf die gebotene Kohlenstoff- 
quelle an; je nach der Natur dieser iiberwiegen bald Kokken, bald Faden. 


Auch mit Kohlenoxyd stellte Lantzsch wohl mehr beiléufigeinenVersuch an, 
indem er Abimpfungen des Bac. oligocarbophilus in einem 5-Liter-Exsikkato: 
kultivierte, in den er ein Kéhrchen mit 1 cem Kohlenoxyd brachte, das er 
nach SchlieBen des Deckels ,,umstieB. Nach 4 Wochen wurde Vermehrung 
beobachtet, und zwar iiberwog die Aktinomycesform, bei der echte Ver- 
zweigung zu sehen war, wahrend bei den Versuchen mit Ameisensdure, 
Formaldehyd, Essigsdure, Aceton und Buttersdure die Kokkenform iiberwog. 
Hieraus schlieBt der Verfasser, daB die Bakterie in ihrer fadigen Wuchsform 
Kohlenoxyd assimiliert, in ihrer Form als Kokkus dagegen Vertreter der 
Fettséuren. 

SchlieBlich stellte Lantzsch noch Versuche an, ob die Bakterie Wasser 
stoff oxydieren konnte, sowohl in Reinkultur als auch in Symbiose mit 
anderen Bakterien. Beide Fragen wurden verneint. 


Diese zum Teil widersprechenden, zum Teil unvollstandigen Angaben 
zeigen, daB noch ein groBer Fragenkomplex betreffend Oxydation des 
Kohlenoxyds durch Bakterien zu beantworten ist. Der Nachweis einer 
wirklichen Oxydation desselben mit sicheren Reinkulturen des Bac. oligoc. 
unter Bildung von CO, ist bislang nirgend erbracht. Auch das Verhalten 
der Bakterie zum Wasserstoff bedarf der Klarung, hier widersprechen ein 
ander die Angaben véllig, Kaserer behauptet die Oxydation, Lantzsch 
bestreitet sie. Ich habe dann der Theorie von Lantzsch iiber den gesetz- 
maBigen Formenwechsel einige Aufmerksamkeit geschenkt und auch die 
Notwendigkeit der Sauerstoffzufuhr gepriift, da C. Wehmer (23) eine an- 
aerobe Oxydation des Kohlenoxyds durch andere Bakterien beobachtete, 
die Kaserer nicht gelang. Weiterhin wurden Verbreitung und Zahl der 
Kohlenoxydbakterien, EinfluB von Temperatur und Licht auf die Oxydation 
und schlieBlich die morphologischen und physiologischen Verhaltnisse 
etwas naher verfolgt. 
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Zersetzung von Leuchtgas und CO durch Bakterien. 


a) Kultur der Bakterien. 


Zwecks Erlangung von Rohkulturen zum Verfolg der Oxydation 
wurden wieder die Girkélbchen nach Einhorn verwandt (Abb. 1.) Sieben 





Abb. 1. 


Kultur des B. oligocarbophilus in Einhornschen Garkélbchen 


Kélbchen wurden mit mineralischer Nahrlésung beschickt, mit Watte 


verschlossen und sterilisiert. Die Lésung enthielt [nach Vorschrift 
Lantzsch (11)}: 
80g Aqua dest., 0.05 ¢ NaNQO,, 


20 g Leitungswasser, 0,02 ¢ K,HPO,, 0.02 ¢ MgSQ,. 


Sechs Garkélbchen wurden mit etwas frischer Gartenerde beimpft, 
das siebente blieb zur Kontrolle steril. Dann wurde in den geschlossenen 
Schenkel aller sieben Kélbchen reines CO mittels einer sterilen Kapillare 
eingeleitet und bei fiinf Versuchen auch freier Sauerstoff zugegeben. Die 
Kélbchen erhielten: 








Kolben Nr. 1 und 2 Kolben Nr. 3 und 4 Kolben Nr. 5 und 6 Kolben Nr. 7 
30 com CO 20 cem CO 10 cem CO 20 cem CO 
Os Os: 20 . Of 10 . Oe 

mit Erde beimpft unbemmpft 


Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur im = zerstreuten 
Tageslicht aufgestellt. 

In den ersten Tagen nahm das Gasvolumen aller Kélbchen ziemlich 
gleichmaBbig nur wenig ab (etwa 1 bis 1!cem). Erst nach 8 Tagen 
begannen die Kélbchen voneinander erheblich abzuweichen, die mit 
Kohlenoxyd und Sauerstoff beschickten zeigten deutliche Volumen- 
verminderung. Wo nur Kohlenoxyd gegeben wurde, mubte der zur 
Oxydation nétige Sauerstoff offenbar erst aus der AuBenluft durch 
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die Fliissigkeit diffundieren. Innerhalb von 40 Tagen zeigten die Kélbchen 
folgenden Stand. 





. Vo — 
Gegebenes lumenabnahme in ccm 


Kélbchen 
Volumen 20 Tage 30 Tage 


30 C0 10%, 25 
Oy ‘ 91), 211/, 


20C0 18 23 
10 Og ‘ 163), 21 
10CO 11 11 
20 Og rr 11 
2 

| M0, ! Ml 

Die Zersetzung war bei den Kélbchen 5 und 6 also nach 12 bis 
14 Tagen beendet, bei den Kélbchen 3 und 4 nach etwa 22 Tagen 
In den Versuchen 1 und 2 verlangsamte sich nach etwa 4 Wochen dic 
Volumenabnahme, so daB selbst nach 6 Wochen immer noch ein kleiner 
Rest tibrigblieb. Das Kontrollkélbchen behielt sein Volumen fast un- 
verandert. DaB die Versuche 3 bis 6 eine etwas gréBere Abnahme 
zeigen, als dem zugesetzten Volumen Kohlenoxyd entspricht, erklirt 
sich wohl aus dem Verbrauch einiger Kubikzentimeter des zugefiigten 
Sauerstoffs fiir die Oxydation. Die Zersetzung in den Kélbchen 3 bis 6 
war eine vollstandige, der iibrigbleibende Sauerstoffrest gab mit 
Palladiumchlorir papier keine Reaktion mehr: In den Kélbchen 1, 2 
und 7 trat noch sofort Schwarzung des Papiers ein’). 

DaB die Zersetzung meines Gases kein rein physikalisch-chemischer 
Vorgang ist, ist wohl anzunehmen. Kohlenoxyd wird nach Angaben 
von Potain (18) mit Sauerstoff im Lichte nur auBerordentlich langsam 
oxydiert. Eine vielleicht denkbare katalytische Beschleunigung durch 
einen mit der Erde eingeimpften Stoff kommt schwerlich in Frage 
da die Erscheinung der Oxydation (unter AusschluB der Erdinfektion) 
durch Bakterienimpfung iibertragbar ist. Auch die Léslichkeit des 
Kohlenoxyds spielt bei der Volumenabnahme keine Rolle, da dieselbe 
aiuBerst gering ist, wie das auch der sterile Kontrollversuch gezeigt hat 
Die Oxydation des Kohlenoxyds zu Kohlensiure (in der Kultur 
fliissigkeit mit Kalkwasser nachgewiesen) ist zweifellos ein biochemischer 


Vorgang. 


') Die Reaktion mit Palladiumchloriir auf Kohlenoxyd ist hinreichend 
empfindlich. Potain (18) konnte noch 1 cem Kohlenoxyd in 10 Liter Luft 
beim Durchleiten durch PdCl,-Lésung nachweisen. Eigene Versuche mit 
Palladiumpapier ergaben, daB noch 2 cem Kohlenoxyd in 800 cem Luft 
also in einer Konzentration von 0,25 Proz. durch Schwarzung de 
Palladiumpapiers nachweisbar sind. 
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sakterienvegetation trat in den Versuchen auf der Fliissigkeits- 
oberfliche des offenen Schenkels der Garkélbchen | bis 6 auf. Aus- 
neimslos zeigte sich eine diinne, weibe, blaulich schimmernde Haut 
ohne Triibung, die unter dem Mikroskop ein Gewirr von Kokken und 
iiberwiegenden Stabchen ergab, ohne Eigenbewegung 

Die Haute wurden auf sechs neve Girkélbchen iibergeimpft und 
diese alle mit einem Gemisch von einem Drittel Kohlenoryd wnd zwei 
Drittel Sauersto{f beschickt Es zeigte sich nach 8 Tagen Wachstum 
wf dem duperen Schenkel bei gleichzeitiger Volumenabnahme Die 
Oberfliche im inneren Schenkel blieb auch hier ohne Vegetation, cine 
Beobachtung. die auch schon Aaserer (10) machte, und die er aus der 
\bneigung der Bakterie gegen zu groBbe Kohlenoxydkonzentration und 


Kohlensaure zu erklaren sucht 


Von den jungen Hiauten wurden nun Agarplatten  gegossen 
Mineralsalzlésung mit 2 Proz. gewiissertem Agar). Die Platten wurden 
unter der Glocke in Kohlenoxryd-Sauerstoffatmosphdre bei Zimmer- 
temperatur gehalten Nach 14 Tagen zeigten sich auf allen Platten 
weibe Kolonien, die unschwer als solche des Bac. oligoc. erkannt wurden, 
wie er sowohl aus Leuchtgas- als auch Knallgaskulturen isoliert wurde 


Von den Kolonien wurden dann nochmals Platten gegossen und die 


erhaltenen reinen Kolonien auf Agar im Strich abgeimpft (Abb. 2 u. 3). 


Abb, 2 Abb. 3. 
Kultur des B. oligoc. unter Glocken in C OsAtmosphare Strichkulturen des B. oligoc 
Biochemische Zeitschrift Band 184. i] 
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Auch das mikroskopische Bild entsprach véllig dem des aus Knallgashaut on 
gezogenen Bac. oligoc. Aus allen sechs Kulturen konnte nur diese eine 
Bakterienart isoliert werden, die autotroph von Kohlenoxyd zu leben 
vermag. Zahlreiche andere Kolonien, die noch auf den Platten wuchsen 
blieben schon auf der allerersten Entwicklungsstufe stehen, ihnen 
fehlte hier die nétige Kohlenstoffquelle, und sie vermochten Kohlenox yd 
nicht als C-Nahrung zu verwenden. 

Die Existenz einer Bakterie (Bac. oligocarbophilus), die ihren 
(-Bedarf lediglich aus dem Kohlenoxyd zu decken vermag, ist somit 
wohl zum ersten Male véllig einwandfrei bewiesen. Aaserer kultiviert: 
dieselbe an der Luft zwar ebenfalls, aber seine Versuche mit Kohlenox yi 
zeigten stets Schwierigkeiten, da entweder das Wachstum ganz ausblieh 
oder die Zersetzung des Gases bald zum Stillstand kam. Lantzse) 
stellte in Kohlenoxydatmosphdre (ein Versuch mit 1 cem CO auf 5 Liter 
Luft), nach 4 Wochen Kultur Vermehrung des Bac. oligoc. fest, zeigt 
aber nicht, daB das Kohlenoxyd tatsachlich verbraucht war, denn 
bekanntlich wichst die Bakterie auch schon an der Luft in 4 Wochen 
ganz erheblich. Die vorliegenden Versuche zeigen aber, dab ohne Zusatz 
einer organischen (-Quelle sich die Mikrobe in wenigen Tagen auf 
Kosten des gebotenen Kohlenoxyds entwickelt. Besondere Schwierig 
keiten stellten sich auf der Reinkultur im Kohlenoxyd nicht in den Weg 


b) Oxydation von Kohlenoxyd mit Reinkulturen. 


Rohkulturen des Bac. oligoc. kommt, wie gezeigt wurde, die Fahig- 
keit zu, CO zu oxydieren, wobei sich Kohlensiure ansammelt. In dem 
oben beschriebenen Vorversuch wurden 500 cem Kohlenoxyd ohne 
Zusatz von Sauerstoff in 8 Wochen oxydiert. Zusatz von Sauerstoff 
beschleunigte die Oxydation erheblich. Es wurden nun Versuche 
angestellt, um zu zeigen, daB auch Reinkulturen dieser Bakterien nicht 
nur in Kohlenoxydatmosphire wachsen, sondern auch tatsichlich das 
Gas zu Kohlensiure oxydieren, was in der Literatur bislang nicht 
einwandfrei gezeigt ist. Die Tatsache selbst wird zwar von Kaserer 
behauptet, doch nicht bewiesen. 


Hierzu wurden hohe Doppelschalen mit Mineralsalzlésung sterili 
siert und mit einer Reinkultur geimpft. Die Schalen, deren obere Halfte 
durch untergelegte sterile Watte etwas gehoben wurde, damit das Gas 
leichten Zutritt hatte, wurden unter Glocken gebracht, die gegen clic 
AuBenluft durch Wasser abgesperrt wurden. Aus den 2 Liter fassenden 
Glocken wurden in einigen Fallen 400, in anderen 800 und 1000 com 
Luft abgesaugt und dafiir reines Kohlenoxyd (aus Ameisensiure 

konzentrierter Schwefelsiure) eingeleitet. Die Glocken waren 
graduiert, so daB die Abnahme des Volumens verfolgt werden konnte. 
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Nachdem auf den Doppelschalen deutliche Vermehrung eingetreten 
war (meist nach etwa 14 Tagen), setzte die Volumenabnahme lebhaft 
ein. Je mehr Luft vorhanden war (Sauerstoff), desto schneller war die 
Zersetzung beendet. Bei einer wirksamen Oberfliche der Doppel- 
schalen von 12cm Durchmesser, die mit dichten Inseln des Bazillus 
iibersit waren (Wachstum etwa 3 Wochen), wurden die Gasgemische 
etwa in folgenden Zeiten restlos verbraucht: 


(Endpunkt der Zersetzung: Palladiumchlorirreaktion negativ.) 
400 cem CO 1600 cem Luft, verschwunden in 12 Tagen 
400 ,. CO-+ 1600 ,, = " OF 
<e. . CO 1600 ,, in - a! ee 
800. ,, CO 1200 ,. a ” oo oe 

a se » CY 1200 ,, - - ws we 

6. 1000 ,. CO-+ 1000 ,, = *” » 35 

7. 1000 ,, CO+ 1000 ,, » o” » 42 


Bei allen Versuchen') wurde Absorption von Kohlensdure im Sperr- 
wasser durch dicke Niederschlige mit Kalkwasser festgestellt. Die 
quantitative Bestimmung unterblieb, da ein groBer Teil der gebildeten 
Kohlenséure durch das Sperrwasser in die Luft entweichen kann und 
die Zahlen daher unzureichend wiirden, sie verlangt eine andere Sperr- 
fliissigkeit oder véllig abgeinderte Versuchsanordnung?). (Auch hier 


zeigte das Sperrwasser der Glocken, die zur Kontrolle nicht mit Bakterien 
beschickt wurden, nur die leichte Triibung mit Kalkwasser, die durch 
die Kohlenséure der Luft veranlaBt wird. 


Gesteigert wird die Schnelligkeit der Reaktion noch, wenn die 
Bakterien in starkerer Verteilung mit dem Kohlenoxydluftgemisch 
in Berithrung kommen. Tépfe mit sterilisierter Erde wurden mit einer 
Aufschwemmung der Bakterien getrinkt und dann unter sonst gleichen 
Bedingungen unter Glocken in verschiedenen Kohlenoxydkonzen- 
trationen kultiviert. In einem Falle wurden 400 cem Kohlenoxyd bei 
Gegenwart von 1600 cem Luft in 9 Tagen restlos oxydiert (20°, Licht- 
zutritt). Auf den Erdtépfen siedelten sich iibera]l die typischen kleinen 
schneeweiBen Kolonien an. 


Der Bac. oligocarbophilus ist demnach auch in Reinkultur nicht 
nur in der Lage, das Kohlenoxyd zu seinem organischen Aufbau zu 
verwenden, sondern vermag dasselbe auch in groBen Mengen zu Kohlen- 
sure zu verbrennen. Kohlenoxyd dient den Mikroben sowohl als 
Kohlenstoff- wie auch als Energiequelle, ob es als CO direkt verwertet 


1) Ahnliche Versuche mit feuchter Erde siehe bei C. Wehmer (23). 
*) Geeignete Apparatur fehlte dem Laboratorium, ich muSte mich 
also mit der rohen Methode behelfen. 
1l* 
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wird oder erst nach Ubergang in © O,, bleibt zunichst offen. In letzterem 
Falle lagen die Verhaltnisse abnlich wie bei Wasserstoff-, Salpeter- und 
anderen prototrophen Bakterien. Auch beziiglich des Methans ist dieve 
Frage bekanntlich noch offen. 


c) EinfluB des Lichtes auf die Oxydation. 


Es wurde eine Reihe von Versuchen angestellt, den EinfluB des 
Lichtes auf den OxydationsprozeB zu untersuchen. Alle in dieser 
Richtung sowohl mit Erde als auch mit Reinkulturen gemachten Ve: 
suche verliefen insofern ohne bestimmtes Resultat, als die Ergebnisse 
stiindig variierten. Bald verlief der Proze8 unter sonst véllig gleichen 
Bedingungen bei Lichtzutritt, bald dagegen im Dunkeln schneller 
Auf Grund zahlreicher Versuche scheint es mir, daB zerstreutes Tages. 
licht auf die Oxydation wie auf die Schnelligkeit derselben keinen 
EinfluB hat. 


d) Verbreitung der Kohlenoxrydbakterien. 


Knallgasbakterien sind bekanntlich iiberall in den oberen Erd. 
schichten, und zwar in zahlreichen Arten vertreten; aus Erdproben 
verschiedener Herkunft wurden nach Feststellung von Grohmann (6) 
und Ruhland (20) fast jedesmal neue Stamme isoliert. Zur Feststellung, 
ob auch die Kohlenoxydbakterien allgemein verbreitet sind, und ob 
es neben der oben isolierten Form in anderen Erdbéden vielleicht noch 
andere Arten gibt, wurden aus der Umgebung Hannovers Béden ver- 
schiedener Art in dieser Richtung untersucht. 

14 groBe Garkélbchen nach Einhorn wurden wie iiblich mit mineralischer 
Nahrlésung beschickt, sterilisiert und mit 20cem CO und 30 cem 0, 
(O-Uberschu8) beschickt. Beimpft wurden je zwei Kélbchen mit Material 
verschiedenster Herkunft, und zwar: 

1 und 2 = Gartenerde, 9 und 10 = Blumenerde, 
» 4= Grabenschlamm, 11 ,, 12 = Ackerboden, 
» 6 = Wiesenerde, 13. ,, 14 = steiniger 
» 8 = Jauche, Gebirgsboden. 


Schon nach 8 Tagen war der Kohlenoxydverbrauch in den Kélbchen 
ein sehr verschiedener. Jauche und der Steinboden oxydierten nur Jang. 
sam, schnell dagegen die Gartenerde, jedoch mag das mehr oder weniger 
Zufall sein. Jedenfalls waren in allen untersuchten Proben Kohlen- 
oxydbakterien vorhanden. Nach 3 Wochen (alle Kélbchen zeigten 
Wachstum auf dem duBeren Schenkel) wurden die jungen Haute auf 
neue Lésung tibergeimpft und unter gleichen Bedingungen nochmals 
kultiviert, dann wurden Platten mit mineralischem Agar gegossen und 
in Kohlenoxyd-Sauerstoffatmosphdre unter der Glocke kultiviert. Auf 
allen Platten zeigte sich ippiges Wachstum, doch stets konnte nur eine 
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Form isoliert werden, die von Kohlenoxyd zu leben vermochte, und zwar 
der Bac. oligocarbophilus. 

Kohlenoxydbakterien sind anscheinend iiberall in den oberen Erd- 
schichten verbreitet. Ob es neben dieser einen noch andere Arten mit 
gleicher Fahigkeit gibt, bliebe noch zu zeigen ; méglich erscheint natiirlich, 
daB andernorts noch weitere Formen aufgefunden werden kénnen. 


e) Optimaltemperatur fiir Wachstum und Wirkung. 


Kaserer (10) deutet an, daB die beste Temperatur fiir das Wachstum 
des Bac. oligoc. bei 50 bis 55° liegt. Wenn Kaserer hier nicht andere Bakterien 
vor sich hatte, ist mir das unwahrscheinlich, es widerspricht meinen Er- 
fahrungen. Bei meinen vielen Vorversuchen waren sowohl Wachstum wie 
Oxydationsleistung bei 50 bis 55° 4uBerst gering, gut dagegen bei Zimmer- 
temperatur (+ 20°). Lantzsch (11) gibt keine Angaben iiber seine Kultur- 
temperatur. Zur Bestimmung der Optimaltemperatur wurde mit Rein 
kulturen folgende Versuchsreihe aufgestellt : 

Versuchsanordnung auch hier wieder Garkélbchen in Minerallésung 
beschickt und mit Reinkulturen des Bac. oligoc. geimpft. Eingeleitet in 
den geschlossenen Schenkel 20 cem CO und 30 cem O,, Temperaturen + 10, 
20, 25, 30, 35, 40, 50, 55 und 60°. 

Die Versuchsreihe ergab, daB die Optimaltemperatur bei + 30° liegt. 
Gutes Wachstum findet noch bei 20° statt. Bei 50° war es sehr triage, bei 
60° gleich Null. 


f) Oxydation von Wasserstof{f durch Bac. oligoc. 


Kaserer (10) isolierte den Bac. oligoc. aus Wasserstoff oxydierenden 
rohen Bakterienhauten. Es gelang ihm aber nicht, die Reinkultur in Knall- 
yasatmosphiren zu ziehen, sondern er muBte denselben auf an der Luft 
kultivierten Platten rein ziichten. Die erhaltene Reinkultur vermochte 
nicht, Knallgas zu oxydieren, stets ergab sich dasselbe Bild. Rohkulturen 
oxydierten lebhaft, Reinkulturen nicht. Mischte er die Reinkulturen mit 
Kulturen der ebenfalls isolierten, verunreinigenden Bakterien (meist Fluo- 
reszenten), so oxydierte die Mischkultur manchmal Knallgas, manchmal 
nicht. Kaserer glaubte an eine Symbiose, stand aber dieser ,,Launen- 
haftigkeit*‘ des Bacillus ratlos gegeniiber. 

Lantzsch (11) nahm diese Versuche wieder auf und erhielt folgendes 
iiberraschende Resultat: 

Bac. oligocarbophilus oxydierte Wasserstoff in nicht sterilisierter 
Lésung, dagegen nicht in steriler Lésung. Miinchener Leitungswasser mit 
Zusatz von 0,01 Proz. K,HPO, und 0,01 Proz. NaNO, oxydierte schon 
unbeimpft Knallgas. Der Schlu8 daraus: Im Leitungswasser befindet sich 
eine Bakterie, die Knallgas zu oxydieren vermag, wenn ihr die zum Wachs- 
tum nétigen Salze gegeben werden. Der Verfasser glaubt, in diesem Befund 
eine Bestétigung der Ergebnisse Kaserers zu finden (daB Rohkulturen 
oxydieren, Reinkulturen nicht). Ganz so leicht scheint die Aufklarung der 
Widerspriiche jedoch nicht zu sein, denn in der Nahrlésung kann die Species, 
die nach Ansicht von Lantzsch Trager der oxydierenden Wirkung sein 
soll, nicht als Verunreinigung gewesen sein, da Kaserer erstens kein Leitungs- 
wasser verwandt hat, zweitens seine Nahrlésung auch sterilisierte. Un- 
beimpfte Kontrollversuche haben ja dann tatséchlich auch ein negatives 





:4 
;2 
f 
4 


166 W. Hasemann: 


Resultat ergeben. Da8 die wirksame Art mit der Erde iibergeimy)‘t 
wurde, erscheint ebenso ausgeschlossen, da Kaserer simtliche verunreini 
genden Begleiter des Bac. oligoc. ebenfalls isoliert und auf Verhalten gege 
Knallgas gepriift hat, und zwar mit negativem Erfolg. 


Es erscheint also interessant, iiber diese strittige Frage der Wasser- 
stoffoxydation Versuche anzustellen, zumal ich auch aus meinen Roh. 
kulturen der Knallgasbakterien den Bac. oligoc. isolieren konnte. Die 
Schwierigkeiten, welche Kaserer bei der Reinzucht in Knallgasatmosphiire 
hatte, treffen allerdings fiir meine Isolierung nicht zu, da, wie schon 
friher gezeigt wurde, der Bazillus sich auf Mineralagar in Knallgas 
leicht rein ziehen laBt. 

Es wurde sowohl der aus Knallgasrohkulturen als der aus Kohlen- 
oxydkulturen erhaltene Bac. oligocarbophilus in Reinkultur auf sein 
Verhalten gegen Knallgas gepriift. Sieben Hinhornsche Garkélbchen 
wurden mit der mineralischen Nahrlésung beschickt, mit Watte ver- 
echlossen und durch dreimaliges Daimpfen bei 100° sterilisiert. Drei 
Kélbchen beimpfte ich mit Reinkulturen des Bac. oligoc. aus Knallgas 
hauten, drei mit derselben Bakterie aus Kohlenoxydhauten, ein Kélbchen 
blieb zur Kontrolle steril. Darauf wurden in den geschlossenen Schenke! 
aller sieben Kélbchen 50 com Knallgas und einige Kubikzentimete: 
Kohlensaéure eingeleitet. (Lichtzutritt, 30°.) 

Zuerst nahm das Volumen aller sieben Kélbchen ziemlich gleich. 
maBig und langsam ab (wohl infolge Léslichkeit der CO,), vom dritten 
Tage ab zeigte das Kontrollkélbchen konstantes Volumen, wahrend die 
beimpften sechs Kélbchen weiter abnahmen, und zwar auBerst rapide 
Das Resultat war iiberraschend, da die Oxydation des Wasserstoffs 
schnell und ohne Schwierigkeiten vonstatten ging. Nach wenigen Tagen 
war das Knallgas verschwunden und eine iippige Vegetation des Bac. 
oligoc. vorhanden. Die Versuche wurden mehrfach wiederholt mit 
Kulturen, an deren Reinheit nicht zu zweifeln war; stets oxydierte 
die Bakterie lebhaft Wasserstoff. Unter groBen Glocken, die mit Knall- 
gas und Kohlensiure beschickt waren, zeigte sich in Doppelschalen 
(Minerallésung mit Reinkulturen beimpft) nach 8 bis 10 Tagen ein so 
starkes Wachstum, daB 500 ccm Knallgas in wenigen Tagen verbrannt 
wurden. Auf der Fliissigkeit siedelten sich stets die typischen, trocknen 
schneeweiBen Inseln von fast pilzartigem Aussehen an, deren mikro- 
skopisches Bild das bekannte war (unbewegliche, sporenlose Stabchen) 
Zur Kontrolle, ob nicht doch noch ein anderes Wasserstoff oxydierendes 
Agens da war, wurden von den Inseln Platten gegossen und in Knallgas 
kultiviert, die Kulturen waren aber noch absolut rein, die Platten 
zeigten nur die weiBen Kolonien des Bac. oligoc. 


Die Oxydation des Wasserstoffs gelang so auffallend gut und 
schnell, daB die Schwierigkeiten, die Kaserer hatte, sowie der negative 
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iefund von Lantzsch mir nicht recht verstandlich sind Es kénnte 


elleicht nur die Vermutung aufkommen, daB es sich um verschiedene 
Rakterien handelt, wie weiter hinten bewiesen wird, ist dies aber nicht 
der Fall. 
Durch Versuche ist also eindeutig festgestellt, daB der Bac. oligo- 
arbophilus Beijerinck und van Delden nicht nur in Rohkultur, sondern 
uch in Reinkultur Wasserstoff zu oxydieren vermag. 


q) Anaerobe Oxydation des Kohl noxyds. 


Wie oben gezeigt, geht die Oxydation des Kohlenoxyds um so schnellet 
vonstatten, je mehr Sauerstoff zugefiihrt wird. Trotzdem ergaben auch 
Versuche, in denen reines Kohlenoxyd ohne Sauerstoff geboten wurde, ein 
positives Resultat, allerdings in erheblich langerer Zeit. Es handelt sich 
hier natiirlich nicht um eine streng anaerobe Oxydation, denn Sauer- 
stoff kann aus der Luft standig durch das Sperrwasser in den Versuch 
diffundieren. Zur anaeroben Oxydation bedarf es dazu einer besonderen 
\pparatur. 

Auch tiber diese anaerobe Oxydation des Kohlenoxyds widersprechen 
sich die Angaben der Literatur. Angeregt durch die Erfolge Betjerincks (2), 
der eine Mikrobe auffand, welche elementaren Schwefel zu Sulfat oxy 
dieren kann auf Kosten des aus einem Nitrat (unter Abspaltung von Stick- 
stoff) entnommenen Sauerstoffs, versuchte Kaserer (10) auch eine anaerobe 
Oxydation von Wasserstoff und Kohlenoxyd. In Frage kamen fiir die 
Reduktion hauptsichlich die stark exothermen Prozesse der Denitri 
fikation, der Sulfatreduktion und der Reduktion von Ferriverbindungen. 
Kaserer gelang es nicht, eine anaerobe Oxydation der beiden Gase zu 
erzielen. 

Wahrend Aaserers Angaben betreffs der anaeroben Wasserstoft 
oxydation schon von Niklewski (16) widerlegt wurden, erhielt Wehmer (23) 
auch eine anaerobe Oxydation von Kohlenoxyd. Der Sauerstoff wurde 
hier durch Reduktion von Sulfaten gewonnen. Wehmer oxydierte Kohlen- 
oxyd durch Topferde unter Glocken, die mit Wasser gegen die AuBenluft 
abgesperrt wurden. Kohlenoxyd wurde zersetzt, Sperrwasser und Topferde 
schwarz’ en sich unter Entwicklung von Schwefelwasserstoff durch aus 
geschiedene Schwefeleisen. Es handelte sich also offenbar um eine Reduktion 
von Sulfaten, besonders Eisensulfat, die mit der Oxydation des Kohlen 
oxvds Hand in Hand ging. 

Wie oben schon erwaihnt, geht die Oxydation auch ohne besonderen 
Sauerstoffzusatz vor sich, sofern der Luftsauerstoff durch das Sperrwasset 
Zutritt hat. Die Versuche wurden daher in gleicher Weise wiederholt. Das 
Resultat bestatigte véllig den Befund von Wehmer. Da es an den zur Kultur 
der Anaerobier nétigen Apparaten fehlte, wurde eine verhaltnismabig 
primitive Versuchsanordnung gewahlt, die aber dennoch zuverlassig 


yenug war. 

Um den Luftsauerstoff sicher auszuschlieBben, wurde das Sperr- 
wasser mit einer dicken Olschicht bedeckt. Bei einigen Versuchen wurde 
auch, um der Reduktion entgegenzukommen, die Erde mit einer Lésung 
von Sulfaten, besonders FHisensulfat getrankt. Trotz AbschluBb der 
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atmosphirischen Luft wurde in allen Versuchen das Kohlenox, | 
oxydiert, und zwar in den kiinstlich mit Sulfaten angereicherten |» 
sonders schnell. Die Oxydation von 2000 cem reinem CO ohne Zusa 
von Sauerstoff dauerte im Mittel 2 bis 3 Monate. Wurde Sulfat zugesetz: 


NS 


war die Oxydation meist schon nach 6 bis 8 Wochen beendet. Aw 


bei diesen Versuchen fand Ausscheidung von Schwefeleisen wy 
Schwefelwasserstoff statt. Dab es sich tatsichlich um eine Oxydatio 


handelt, nicht etwa um eine andere Umsetzung von Kohlenoxyd mit 
Reduktionsprodukten der Sulfate, wurde durch die Fallung betracht 
licher Mengen von Kohlensiure in der Sperrfliissigkeit bewiesen. 

Wer die Trager der Sulfatreduktion sind, konnte nicht sicher 
festgestellt werden. Wehmer sah auffallig grobe Bakterienformen 
(Stabchen von 104 Lange und Spirillen bis 20 4 lang), es gelang mir 
aber nicht, diese Arten zu erhalten und sie in Reinkultur auf ihr Ver 
halten gegen Kohlenoxyd zu priifen. Es handelt sich hier vielleicht 
um eine Symbiose von Sulfat reduzierenden Bakterien [ Beijerinck (3 
kultivierte solche}] mit dem Bac. oligocarbophilus, der aus den Kulturen 
leicht zu isolieren war. Meine Versuche, mit Reinkulturen des Bac 
oligoc. Kohlenoxyd anaerob zu oxydieren, schlugen fehl] 


h) Morphologisches und Phuysiologisches. 


Der Bac. oligocarbophilus ist nach Angaben seines Entdeckers Be/je- 
rinck (1) ein unbewegliches, sporenloses Stabchen von 0.5.0.5 bis 4 n, 
makroskopisch kenntlich an den schneeweiBben, trockenen Hauten aut 
fliissigem Substrat. Der von mir isolierte Bazillus gleicht auBerlich durch 
aus dem Beijerincks, auch er wachst in trockenen, schwierig benetzbaren, 
schneeigen Auflagerungen. Das mikroskopische Bild zeigt gleichfalls ein 
unbewegliches, sporenloses Staébchen von 0,5 bis 0.8 . 0,8 bis 4 m4. 

Kaserer (10) gibt keine genagneren Daten iiber Aussehen und GréBe des 
Bae. oligoc.; Lantzsch (11) gibt an. dal er stets. auch in Reinkultur, iiber 
wiegend zwei Formen unterschied, eine /ddige Wuchsform und eine kokken 
artige. Auf Grund einiger Versuche mit verschiedenen Kohlenstoffquellen in 
gasférmigen Zustande glaubte der Verfasser einen gesetzmaBigen Wechsel 
zwischen diesen beiden Formen feststellen zu kénnen. In der fadigen Wuchs 
form soll der Organismus Kohlenoxyd, in seiner Form als kokkenartiges 
Kurzstaéabchen dagegen organische C-Verbindungen (Ameisensaure, Form- 
aldehyd, Essigsiiure, Aceton, Buttersiure) assimilieren kénnen. Wegen 
der fadigen Wuchsform, bei der Lanfzsch sogar echte Verzweigung sah, 
nannte er die Mikrobe Actinomyces oligocarbophilus. 

Meine Kulturen zeigten die Stébchenform ebenfalls oft in Ketten oder 
Faden angeordnet, jedoch waren dieselben so locker, daB sie meist schon 
beim Praéparieren unter dem Mikroskop auseinanderfielen. Echte Ver- 
zweigung wurde nie beobachtet, so daB ich auch den Namen Bacillus 
oligocarbophilus beibehielt. 

Im iibrigen bestatigte sich der Befund von Lanfzsch, die Bakterie trat 
auch in meinen Kulturen stets tiberwiegend in jenen zwei Formen auf. 
Wahrend Beitjerinck iiberwiegend die Kokkenform sah, hatte ich meist 
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stabchen (Abb. 4.) Einen EFinflu®B der Ernahrung auf die Form konnte ich nur 
fern feststellen, als bei autotropher Ernahrung (in HKoklenorud- oder in 
A Wlqas Kohl nsdureatmos phare ) die Nidhchentform 


itaus iiberwog, bei heterotropher Ernaihrung 4a 
er bei Wachstum auf Boden saurer Reaktion STG ‘ 
ides sagt der Bakterie nicht zu dagegen die a ee 
5 = ‘ . 
kenartige ” Kurzstabchen. Die normale W uchs- ‘ a : ae 
rm scheint also das Stabechen zu sein, das a : 
. | : \=d 
ets bei guter Vegetation auftritt. Wachstum : 
na Oxvdation finden am besten bei auto- Pac ¢ ! 
opher Ernahrung aut s¢ hwach alkalischem Boden » ¥ i. \ ; j 
5 — 
att (K,HPO,!). ve ce | 
Die chemische Wirkung wird durch die Form > ,i~ a > ) 
nicht beeinflubt. Beide Formen greifen sowohl ~_— > - 
Kohlenoxryd als auch Wasserstof/ an. / of 


Da die aliphatischen Stoffe. die Lantzsch 
dem Bac. oliqoc. als C- Quelle bot, in der gegebenen Abb. 4. B. oligoc. 1; 1000, 
veringen Konzentration wohl auch fiir andere 
Bakterien als Nahrstoff in Frage kommen kénnen, ist die absolute 
Reinheit der Kulturen die derselbe vor sich hatte, kaum  bewiesen. 
Die Annahme, dai die Kulturen verunreinigt sind, widerlegt er ledig- 
lich durch die Tatsache, dab 
seine beiden Formen Volutin 
fiihren, grampositiv und saéure- 
fest sind. 





Abb. 5 Abb. 6 


Plattenkultur des B. oligoc Kolonie des B. oligoc. 1: 50 





Dieser Beweis geniigt kaum, Lantzsch hat niemals einwandfrei in 
iblicher Weise Reinkulturen im Plattengiebverfahren hergestellt, sondern 
bediente sich nur fraktionierter Aussaat. Ich habe deshalb in tiblicher 
Weise zur Reinzucht Agarplatten gegossen (Abb. 5 u. 6). Von den ge 
wachsenen Kolonien wurden zur Vorsicht nochmals Platten angelegt, die 
davon gemachten Abimpfungen haben ohne Zweifel den Anspruch, ab 
solut rein zu sein. Aber auch hier war der Befund derselbe: kokhen 
wrtige Kurzstdbchen OS bis 0.8 . 0.8 bis 1 a. tiberwiegend dagegen Stabchen 
O8.4 0. Ganz vereinzelt alle Uhergiange. 

Wie schon erwahnt, lie die auffallige Leichtigkeit. mit der der Bazillus 
Wasserstoff zu oxydieren vermochte, die Vermutung aufkommen, dab 
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nicht der Bac. oligocarbophilus Beijerinck und van Deldens vorlag. Mak 
skopisch und mikroskopisch waren die Bakterien hinreichend  tibers 
stimmend. Eine Abweichung bestand nur darin, dali Beijerincks Miki 
stets in diinnen, trockenen, zusammenhangenden Hduten wuchs, wali 
meine das ausgesprochene Bestreben hat, trockene, schwierig benetzh: 
schneeweibe Inseln zu bilden, die erst ganz allmiahlich die ganze Oberflix 
iiberwuchern (Abb. 7). Um alle Zweifel auszuschalten, wurde die Fy 
auch nach der Vorschrift von Beijerinck isoliv 
also mineralische Lésung mit Erde infiziert 
bei 25° an der Luft kultiviert. Nach meh: 
4 Wochen zeigte sich Hautbildung, welche dur 
Impfen auf frische Lésung mdéglichst gerei 
wurde. Dann wurden Agarplatten gegossen, 1 
die so erhaltene Reinkultur erwies sich als vi 
identisch mit der mir schon vorliegenden, 
da kein Zweifel besteht, dali tatsachlich ci 
Bac. oligocarbophilus vorliegt. 
Hervorgehoben sei hier noch, da mein 
Bakterie nicht nur avtotroph lebt, sondern aucl 
heterotroph aut organischen Boden wachst, wen 
auch nur kiimmerlich. Von einer giftigen WV 
kung organischer Stoffe, die schon in Spurer 
jedes Wachstum ausschalten, wie Beijerinck (1 
und Kaserer (10) angaben, kann bei ihr nicht dis 
Rede sein. Es ware auch seine Vegetation i: 
Erdboden nicht recht verstandlich, da hier 
stets organische Stoffe vorhanden sind. 
Am besten ist die Entwicklung aufotroph aut 
mineralischem Nahrboden in Kohlenoryd oder 
Abb. 7. Knallgasatmosphire. Kohlenoxyd dient sowohl al- 
Inseln des B. oligoc. auf Kohlenstoff wie auch als Energiequelle. Ob da- 
Minerallosung. Gas als solches assimiliert wird, steht dahin und 
bleibt noch zu beweisen. Das besonders guteW achs- 
tums- und lebhafte Oxydationsvermégen in Knallgas-Kohlensdureatmosphar 
erklare ich hier dadurch, da das aus der reduzierten Kohlensaure (Wasser 
stoffreduktion) entstehende Kohlenoxyd im status nascens besonders 
zusagt, zumal in der stark exothermen Reaktion der Knallgasverbrennung 
eine gute Energiequelle vorhanden ist. Durch die Bestatigung der Wasser- 
oxydation kénnte iibrigens die Assimilationstheorie von Kaserer wieder 
einige Wahrscheinlichkeit gewinnen, nach der die Reaktion 


H,CO, + H,=CO+2H,0 2CO+ 0, + 2H,O = 2H,CO 


fiir den Bac. oligocarbophilus bezeichnend sein soll. 


V. Zusammenfassung. 
Leuchtgas und Kohlenoxyd werden bei Beriihrung mit feuchte 
humoser Erde oxydiert, wobei Bildung von Kohlensaure nachzuweisen 
ist. Trager der Wirkung sind in der Erde vorkommende Bakterie 


Fiir die Oxydation des Leuchtgases kommt nicht ein und diesell» 


Bakterienart in Frage, es sind fiir die einzelnen Bestandteile des Gases 
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Wasserstoff, Methan und Kohlenoxyd) verschiedene  spezifische 
Bakterien wirksam. Aus Leuchtgaskulturen wurden vier Stémme 
isoliert, von denen drei bereits in der Literatur beschrieben sind. Die 
vierte Art konnte mit keiner bislang beschriebenen identifiziert werden. 
lsoliert wurden: 
Bakterie Nr. 1 = Bac. oligocarbophilus Beijerinck und van Delden, 
methanicus Séhngen, 
pantothrophus Kaserer, 
X (unbekannt). 


Die Bakterie Nr. 1 oxydiert Wasserstoff und Kohlenoryd. Nr. 2 
oxydiert nur Methan und Nr.3 und 4 nur Wasserstoff. 

Bac. oligoc. ist allgemein in den oberen Bodenschichten verbreitet. 
Er lebt sowohl aulotroph in Kohlenoxyd und Knallgas-Kohlensdure- 
atmosphdre, als auch heterotroph auf organischen Béden. Optimaltempe- 
ratur fiir Wachtum und Oxydationsvermégen liegt bei + 30°. 

Mikroskopisch zeigen Kulturen des Bac. oligoc. stets zwei Wuchs- 
formen, kokkendhnliche Kurzstébchen und deutliche Langstdbchen. 
Beide unbeweglich und sporenlos. Die erste Form iiberwiegt bei 
schlechter Ernihrung, die zweite normale bei guter. 

Die in der Erde vorkommenden Mikroorganismen, welche Kohlen- 
oxyd anaerob zu Kohlensiure oxydieren, entnehmen den zur Oxydation 
nétigen Sauerstoff anscheinend der Reduktion von Sulfaten. An 
diesem Vorgang ist aber Bac. oligoc., der in Reinkultur Kohlenoxyd 
nicht anaerob oxydieren kann, unbeteiligt. 
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Uber proteolytische Fermente im Serum. 


VII. Mitteilung: 
Die Bedeutung des Komplements bei der Blutgerinnung. 


Von 


Hans J. Fuehs und M., Frhr. vy. Falkenhausen. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts und de 
Poliklinik der Medizinischen Klinik der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 27. Februar 1927.) 


Die mannigfachen widerstreitenden Ansichten iiber den Vorgang 
der Blutgerinnung wurden durch die groBziigigen Arbeiten A. Schmidts') 
und seiner Schiiler zu einer einheitlichen, neuartigen Form der Be- 
trachtung gefiihrt, und zwar war es die Erkenntnis des fermentativen 
Vorgangs, die den Grundstein fiir alle weitere Forschung iiber die 
Blutgerinnung legte. 


Auf dieser Basis konnte dann neben Fuld*), Spiro*) u. a. namentlich 
Morawitz*) und seine Schule die Lehre von der Blutgerinnung zu den heute 
geltenden Anschauungen entwickeln, deren Grundlage auf Vorstellung von 
Fermentprozessen beruht, waihrend Wolf auf der anderen Seite den Ge 
rinnungsvorgang rein physikalisch-chemisch auffaBt. 

Ein besonderes Verdienst von .orawitz ist es, den Begriff der Thrombo 
kinase niher entwickelt zu haben. Mit dem Thrombogen soll diese eine 
Vorstufe des Thrombins das Prothrombin bilden, aus welchem die Kalk 
salze dann das Thrombin entstehen lassen. 

Uber das Thrombogen sind die Vorstellungen bis heute noch wenig 
geklirt. Bei eingehendem Studium der umfangreichen einschlagigen 
Literatur fiel uns jedoch auf, da8 das Thrombogen eine ganze Reihe von 
Eigenschaften mit dem Komplement gemein hat. So wird nach Bordet®) 
das Thrombogen ebenso wie das Komplement durch Erhitzung auf 56° ( 
zerstért. Andererseits wird auch durch Abkiihlung auf 0° C, wie bekannt. 
sowohl die Blutgerinnung verzégert, wie auch die Komplementwirkung 
stark abgeschwicht. Eine Zerstérung beider Substanzen hat ferner der 
Zusatz von Bariumsalzen zur Folge [von Dungern und Coca*)|. Auch 


') A Schmidt, Zeitschr. f. Physiol. 1890 und ,,Blutlehre“. Leipzig 1892. 
*) Fuld, Zentralbl. f. Physiol. 1903. 

3) Spiro, Hofmeisters Ann. 5. 

*) Morawitz, ebendaselbst 4; Arch. f. klin. Med. 1904 usw. 

5) Bordet und Delange, Ann. inst. Pasteur 26, 657. 

®) v. Dungern und Coca, Berl. klin. Wochenschr. 1907. 
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Magnesiumsulfat in starker Lésung verhindert die Blutgerinnung 
|. Schmidt) und hemmt rasch die Komplementwirkung; bei entsprechender 
Verdiinnung kehrt sowohl Gerinnungsfihigkeit als auch Komplement- 
wirkung wieder zuriick [Noguchi!), Ruffer und Crendiropulo®*)). 


Eine besogders auffallige Analogie zeigen Komplement und Thrombogen 
in ihrem Verhalten gegeniiber Kalksalzen; Liebermann*) konnte in vitro 
zeigen, daB lésliche Kalksalze nur in kleinen Dosen die Komplementwirkung 
fordern, in groBen jedoch hemmen. Eine analoge Wirkung der Kalksalze 
auf die Geschwindigkeit der Entstehung des Fibrinferments (Thrombins) 
wies Hammarsten *) nach. 

Eine weitere Parallele findet sich in Beobachtungen von Wassermann®) 
und Bordet und Gengou®). Letztere konnten feststellen, daB bei Behandlung 
von Meerschweinchen mit normalem Kaninchenserum das Serum derselben 
nach einigen Injektionen die Fahigkeit erlangte, die Koagulation des 
Kaninchenblutes zu sistieren, und zwar durch spezielle Einwirkung auf 
das Fibrinferment, nicht auf das Fibrinogen. Wassermann beobachtete, 
daB bei gleicher Behandlung die komplettierenden Eigenschaften des 
Serums schwankten bzw. herabgesetzt wurden. 


Ein Mangel an Thrombogen im Blute liegt nach Wohlgemuth’) dann 
vor, wenn weder der Zusatz von Thrombokinase noch von Kalksalzen an 
der schlechten Gerinnbarkeit des Blutes etwas zu andern vermag, sondern 
nur Zusatz von frischem Serum die Gerinnung erheblich férdert. Auch 
hierin liegt ein Hinweis auf eine gleichsinnige Wirkung von Komplement 
und Thrombogen. Es sei endlich noch bemerkt, da8 es bis heute bei beiden 
Kérpern noch nicht gelungen ist, sie in reiner Lésung herzustellen. 

Wie das Komplement, so findet sich auch das Thrombogen nach dem 
Gerinnungsvorgang noch im Blutserum. Eine Quantitétsabnahme findet 
allerdings mit der Gerinnung auch beim Komplement statt; hierftir sprechen 
jedenfalls die Befunde von Much *) u. a., die beim Plasma starkere bakterizide 
Eigenschaften als beim Serum feststellten. 


Alle diese verwandten Eigenschaften vom Thrombogen und 
Komplement waren es — daneben jedoch auch die Vorstellung einer 
prinzipiellen Grundeinheit jeglicher Fermentwirkung im Organismus, 
auf die zahlreiche Ergebnisse unserer bisherigen Untersuchungen 
ebenso wie auch die Feststellungen anderer, z. B. Galwialos*), hinzu- 
weisen scheinen —, die uns den Gedanken nahelegten, den Blut- 
gerinnungsvorgang auf eine mégliche Beteiligung des Komplements hin 
zu untersuchen. 


Noguchi, Centralbl. f. Bakteriol., Originalband 384. 
Ruffer und Crendiropulo, Soz. Biol. 60. 
Liebermann, Arch. f. Hyg. 62. 
Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 28, 98. 
Wassermann, Zeitschr. f. Hyg. 37. 
Bordet und Gengou, Ann. inst. Pasteur 5, 129; 17, 128; 18, 26 und 98. 
Wohlgemuth, GrundriB d. Fermentmethod. Springer 1913. 
Much, Miinch. med. Wochenschr. 1908 und 1909. 
*) Galwialo, diese Zeitschr. 177, 266, 1926. 
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Die Auffassung des Komplements als eines fermentartig wirkencd«) 
Koérpers ware an sich keineswegs neu. Ehrlich faBte es geradezu als ,,V 
dauungsferment’ auf. Vieles spricht fiir seine Fermentnatur: zuniic)is: 
teilt es deren Verhalten gegeniiber Temperatureinfliissen. Bei 0° bzw. be 
Gefrieren halt es sich lange. Beim Erhitzen auf 56° wird es zerstért; 1 
bei vorheriger Trocknung kann es Temperaturen um 100° alishalten. A 
diese Eigenschaften haben auch echte Fermente! Auch die Abhangigkeit 
der Komplementwirkung von der Reaktion und dem Salzgehalt 
Wirkungsmilieus ist eine Eigenschaft, die es mit den Fermenten gemei) 
hat. Salzfreie Lésungen inaktivieren beide; Zusatz von Ammoniumsulfat, 
Natriumsulfat und Calciumchlorid erhéhen bei beiden die Inaktivierung 
temperatur [Buchner')] und gestalten die Wirkung kraftiger. 


Demgegeniiber sind die Momente, die gegen die Fermentnatur des 
Komplements zu sprechen scheinen, zum Teil nicht als ganz vollwerti; 
anzusehen. In erster Linie wird als Gegengrund angefiihrt, daB das Ko 
plement bei seiner Tatigkeit verschwindet bzw. abnimmt, wahrend di: 
hervorstechende Eigenschaft des Ferments gerade die ist, daB es hierly 
erhalten bleibt. Es wire jedoch denkbar, daB die Komplementabnahn. 
nicht in direkter Beziehung zu seiner Wirkung steht [Liefmann und Cohn * 
bzw. auf seiner Zerstérung durch Prozesse, die die Folge seiner Wirkuny 
sind, beruht. Derartige Vorginge werden von Euler*) erwaihnt und sind 
von Rusznyak*) auch bei echten Fermenten beobachtet worden. Durch 
Dialyse oder durch Einleiten von Kohlensaure li8t sich eine nachweisbar: 
Zerlegung des Komplements in Teilstiicke erzielen, die getrennt voneinande: 
wirkungslos sind und nur nach Wiedervereinigung die typische Wirkung 
zu entfalten vermégen. Auch echte Fermente sind zwar zerlegungsfahig. 
doch vermégen hier auch die einzelnen Komponenten getrennt zu wirke: 
Hier ergibt sich also ein anscheinender Unterschied, der allerdings nac! 
den neuesten Untersuchungen von Galwialo*) verschieden ausgelegt werden 
kann. Jedenfalls unterliegt es keinem Zweifel, daB das Komplement wesen' 
liche Eigenschaften echter Fermente besitzt, so daB a priori die Méglichkei: 
seiner Beteiligung an der Blutgerinnung nicht von der Hand gewiesen 71: 
werden braucht. 


In der Literatur finden sich bei aufmerksamer Durchforschung nach 
dieser Richtung hin eine groBe Anzahl von Tatsachen, die sich im Sinne 
einer Beziehung zwischen Komplement und Blutgerinnungsdauer ver 
werten lassen. Derartige unbewuSte Hinweise enthalten die verschiedenste. 
auf die Lésung anderer Fragen abzielenden Arbeiten. Klopstock*) z. B 
erwahnt, da8 die Hinfalligkeit der Komplementwirkung des Serums offenba: 
durch den Gerinnungsproze8 bedingt sei. Andererseits bleibt in steril au! 
bewahrtem Citratplasma das Komplement 4 bis 8 Wochen wirksam. Ehrlic/ 
und Morgenroth’) fanden bei phosphorvergifteten Hunden, bei denen die 
Blutgerinnung verzégert war, einen Komplementsturz, der von Bergman) 


1) Buchner, Arch. f. Hyg. 10. 

2) Liefmann und Cohn, Zeitschr. f. Immunf. 7. 

8) Euler, Chem. d. Enzyme I, Bergmann 1920. 

*) Rusznyak, Zeitschr. f. Immunf. 8. 

5) Galwialo, 1. c. 

*) Klopstock, Zentralbl. f. Bakt. Orig. I, 98. 

") Ehrlich und Morgenroth, Berl. klin. Wochenschr. 1900. 
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{ Savini!) auf die Bildung komplementbindender Antikérper in der 
er zuriickgefiihrt wird. Ahnliche Feststellungen machte Dick*) bei det 
roformvergiftung. Friedberger und Seelig*®) fanden am entleberten 
weh, Nolf*) sowie Miiller®) am entleberten Kaninchen die Symptome 
: Komplementsturzes bzw. -schwundes. Diese Befunde wurden von 
Rosenthal, Melchior und Licht*) am leberlosen Hunde nachgepriift. Sie 
nden auch hier nach der Leberexstirpation ein starkes Abfallen des Kom 
plementspiegels im Blute. Gleichzeitig wurde eine starke Herabsetzung 
ler Gerinnungstahigkeit des Blutes beobachtet. Allerdings wurden diese 
beiden Phanomene von den Autoren nicht in Beziehung zueinander gebracht. 
Die Verzégerung der Blutgerinnung erkléiren sie vielmehr hauptsachlich 
lurch die Feststellung eines Fi brinogenmangels nach der Leberexstirpation. 
ledoch fanden sie auch beim Fibrinferment des Blutes ein Absinken. 

Eine Gerinnungsverzéogerung des Blutes Ikteruskranker ist lange 
bekannt. Abgesehen davon, dab bei derartigen Leberschadigungen ebenso 
wie bei der Leberentfernung mit einem direkten oder indirekten Komplement 
schwund zu rechnen ist, der in Beziehung zur verzégerten Blutgerinnung 
vebracht werden kénnte, mag auch daraut hingew iesen werden, dab z. B. 
nach G. Bayer’) bei einer Kupplung gallensaurer Salze an EiweiSkérper 
Komplement gebunden wird. Die Injektion von gallensauren Salzen wirkt 
aber wie andererseits festgestellt wurde auch gerinnungshemmend 
Vorawitz*), Popielski®)|. 

Das Komplement wird ferner durch eine Anzahl korpuskularer Elemente 
in feiner Suspension, wie z. B. Aleuronatbrei, Hefezellen, zertriimmerte 
Organzellen | Wilde"), Hocke"™)|, ferner durch Kaolin, Wittepepton und 
anderes adsorbiert. Bei den meisten dieser Substanzen ist als Folge ihrer 
Anwesenheit im Blute Hemmung oder Authebung der Gerinnungsfahigkeit 
nachgewiesen. Die letztere Eigenschaft besitzt ferner im héchéten Crade 
das Kobragift; gleichzeitig wirkt es auch antikomplementar. 

In seiner stark gerinnungshemmenden Wirkung besonders bekannt 
und benutzt ist das Hirudin, der wirksame Bestandteil des Extrakts aus 
Blutegelképten. Doyon'*) nimmt fiir das Hirudin denselben Antikérper an, 
wie ihn nach Nol/'*) und Doyon die Leber produziert und in das Blut abgibt. 
Nach Mellanby"*) enthalt Hirudin sowohl Antithrombase als auch Anti- 
kinase. Gratia’®) fand, daBb eine Mischung von entsprechenden Mengen 


hl : . 
Hirudin und Thrombin nach tagelangem Stehen keine Hirudinwirkung 


Bergmann und Savini, Zeitschr. f. exper. Pathol. 4. 
Dick, Infekt. Dis. 12, 111. 

Friedberger und Seelig, Zentralbl. f. Bakt. 46. 

Nolf, Bull. de Vacad. des sciences 1908. 

Miller, Zentralbl. f. Bakt. 57. 

Rosenthal, Melchior und Licht, Arch. ft. exper. Pathol. 115. 
G. Bayer, diese Zeitschr. 13. 

Vorawitz und Bierig, Arch. f. exper. Pathol. 56. 
Popielski, Zeitschr. f. Immuntorsch. 1913. 

Wilde, Arch. f. Hyg. 44. 

Hocke, Zeitschr. f. Bakt. 34. 

Doyon, Journ. de physiol. Pathol. XIV. 

Nolj, Ergebn. d. inn. Med. X. 

Mellanby, Journ. ot Physiol. 38, 

Gratia, C.r. SB. 
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zeigt. Erhitzt man jedoch die Mischung auf 56°, so wird das Hirudin wie 
wirksam. In Hinsicht auf eine mégliche Beteiligung des Komplements 
der Blutgerinnung ist diese Beobachtung von groBber Wichtigkeit. 

Den deutlichsten Hinweis auf eine Beziehung des Komplements 
Blutgerinnung finden wir endlich im anaphylaktischen Schock. Dab 
demselben eine verzogerte Blutgerinnung auftritt, war bereits den erst 
Beobachtern, Biedl und Kraus'), bekannt. Sie nahmen als Ursache 
Kintritt einer gerinnungshemmenden Substanz aus der Leber in die Blu 
bahn an. Sirensky*) betrachtete eine Verminderung sowohl von Fibri 
ferment als auch von Fibrinogen als Ursache der Gerinnungsverzogeruny 
Friedberger und Hartoch*) wiesen jedoch nach, dai im anaphylaktisc} 
Schock eine akute, starke Komplementverarmung eintritt; an eine direkt 
Beziehung zur Blutgerinnungsverzégerung wurde jedoch von ihnen nicht 
gedacht. Dali das Komplement eine entscheidende Komponente bei cer 
Erzeugung des anaphylaktischen Schocks ist, die dann eventuell in Paralle 
zu einer Beteiligung des Komplements bei der Blutgerinnung gesetzt werde 
kénnte, ist zwar noch nicht ganz unumstritten. Dafiir sprechen jedoct 
verschiedene bemerkbare Befunde. Nach Zufuhr hypertonischer Koel 
salzlésung in die Blutbahn des sensibilisierten Tieres bleiben nach der 
Reinjektion clie Schockwirkungen aus (Fi vedberger und Hartoch), Was aul 
Unmdoglichkeit der Komplementwirkung unter diesen Verhaltnissen hi: 
weist. Ferner tritt nach Hartoch und Sirensky*) bei trypanosomenkranken 
Meerschweinchen, die eine starke Komplementabnahme aufweisen, kei 
anaphylaktischer Schock auf. Loejfjler®) endlich fand, da der Schock aus 
bleibt, wenn man einem vorbehandelten Meerschweinchen vor der Reinjek 
tion ein Komplement an sich reiBendes hiamolytisches System injiziert 

Demyegeniiber wird von manchen Autoren de: Komplementschwund 
als akzidentelle Erscheinung angesprochen, unter Hinweis darauf, cals 
keine Gleichzeitigkeit des Komplementminimums im Blute und des Schock 
maximums zu bestehen braucht, und dali ber gewissen Antigenen, z. B 
Hiihnereiwei}, gar keine Komplementabnahme im Blute nachweisbar ist 
|Loewit und Bayer*)|. Immerhin ist das Chergewicht der zugunsten eines 
Zusammenhangs von Komplementschwund und Gerinnungsverzégerung 
beim anaphylaktischen Schock sprechenden Tatsachen auBererdentlich star! 


Im vorstehenden haben wir eine eingehende Wiirdigung sehr zah! 


reicher Momente, die fiir die Beteiligung des Komplements bei der Blut 


gerinnung sprechen, gebracht. Dennoch sind damit noch nicht all 
Hinweise, die sich in der Literatur finden, erschépft. Wir haben uns 
nur auf die Hauptsachen beschriinkt; weniger beweiskriftige Hinweise 
sind in unsere Ubersicht nicht aufgenommen worden; ohne Zweifel ist 
uns auch noch mancher bedeutungsvolle Hinweis entgangen. Immerhin 
diirften wir aus der kritischen Betrachtung des vorstehend angefiihrten 
Materials wohl die Berechtigung fiir uns schépfen, den Versuch zu 


') Biedl und Kraus, Handb. d. Immunf., Jena 1909, 
2) Sirensky, Zeitschr. f. Immunf. 12. 

5) Friedberger und Hartoch, ebendaselbst 3. 

') Hartoch und Sirensky, ebendaselbst 12. 

*) Loeffler, ebendaselbst 14. 

®) Loewit und Bayer, Arch. f. exper. Pathol. 69. 
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machen, die Beziehungen zwischen Komplement und Blutgerinnung 
zu untersuchen und der Klarung naherzubringen, zumal — wie ein- 
gangs gesagt — sich auch aus unseren fortlaufenden Untersuchungen 
liber proteolytische Fermente einzelne Beobachtungen hervorhoben, 
die ebenfalls in Beziehung zu dieser Anschauung stehen und deren 
Kinzelheiten in spateren Veréffentlichungen eingehend besprochen 
werden sollen. 


Die zu wahlende Versuchsanordnung ergab sich zuniichst aus 
folgendem Gedankengange: Wenn das Komplement als integrierender 
Faktor der Blutgerinnung anzusehen ist, so muB véllige Komplement- 
ablenkung oder vélliger Komplementverbrauch in vivo die Ungerinnbar- 
keit des nachher untersuchten Blutes zur Folge haben. Durch intra- 
venése Injektion eines himolytischen Systems in ausreichender Menge 
muBte im tierischen Organismus ein Verschwinden des Komplements 
aus dem Kreislauf leicht zu bewirken sein. 

Auf dieser Basis wurden an Meerschweinchen mehrere Versuche 
angestellt, die in Anlage und Resultat durch die folgenden Tabellen 


veranschaulicht werden. 


Allerdings méchten wir noch bemerken, daB nicht alle Versuche 
bis zur vollstandigen Ungerinnbarkeit des Blutes der mit dem himo- 


. 


lytischen System behandelten Tiere gekommen sind. Eine hochgradige 


Gerinnungsverzégerung war aber in allen Fallen festzustellen.' AuBerdem 
gingen einige Tiere infolge allzuhiufiger Herzpunktion mitten im 
Versuch ein. AuBer den angefiihrten Versuchen sind aber noch 
weitere erfolgreiche zu verzeichnen gewesen. 

Das haimolytische System wurde so hergestellt, daB eine 20proz. 
Aufschwemmung gewaschener Hammelerythrocyten 2 Stunden im 
Brutschrank mit der entsprechencen Menge Hammelblutambozeptor 
vom Kaninchen sensibilisiert wurde. 


Fiir die iiberaus freundliche Uberlassung beider Komponenten 
sprechen wir Fraulein Margarete Stern, der Leiterin der serologischen 
Abteilung der Hautklinik der Universitat Breslau, unseren ergebensten 
Dank aus. 


Von dem fertigen System wurde den Meerschweinchen, nachdem 
die Gerinnungszeit ihres Blutes vorher festgestellt worden war, intravenés 
in die freigelegte V. femoralis die angegebene Menge injiziert. Sofort 
nach der Injektion wurde die Hautwunde mit Michelschen Klammern 
verschlossen und das Tier entfesselt. Das in den angegebenen Zeit- 
intervallen zur Bestimmung der Gerinnungszeit benétigte Blut wurde 
den Tieren durch Herzpunktion entnommen. Als Methode zur Zeit- 
bestimmung der Gerinnung wurde die einfachste gewahlt, da es von 

Biochemische Zeitschrift Band 184, 12 
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vornherein klar war, daB nur sehr grofe Zeitunterschiede oder vdllive 
Ungerinnbarkeit zur Feststellung verwendbarer Resultate in Betracht 
kamen. Zu diesem Zwecke wurde das entnommene Blut einfach in 
saubere Uhrschalchen aus der Spritze entleert. Durch sanftes Neigen 
der Schalchen und vorsichtiges, nicht zu hiufiges Durchfahren des 
Blutes mit Glaskapillaren — eine Methodik, die eher beschleunigte 
Blutgerinnung herbeifiihrt als verzégerte! — wurde die Gerinnung 
kontrolliert. 


Aus nachstehenden drei Versuchsreihen ergibt sich vollstandig ein 
wandfrei, da durch dieses ,,Komplementabfangverfahren® eine erheb 
liche Verzégerung der Blutgerinnung bewirkt wird, die rasch zunimmt, 
ihren Héhepunkt in der vollkommenen Ungerinnbarkeit erreicht und 
dann wieder zum Normalwert zuriickkehrt, der sogar noch etwas iiber- 
schritten wird, da die Blutgerinnungszeit dann noch etwas kiirzer ist 
als im normalen Zustande vor der Behandlung. 


Versuch I. 


Meerschweinchen, 335g, erhalt intravendéds 2,0 ecm Ambozeptor-Hammel- 
erythrocytengemisch. 





Blutgeri eit 
Entnahmezeit we 2 a < —_ 
Beginn Vollstandig 


Vor Injektion .... 2’ 30” 5’ 00" 
Nach Injektion 
5 Minuten... . 5 00 7 00 
10 - 6, ab Paes 6 00 10 00 
Set gs 18 00 22 0”) 
60 a a ungerinnbar 
13 Stunden .... 12’ 00" 15’ 00" 
eeeagg sat ad ggintl 2 00 5 00 


Versuch II. 


Meerschweinchen, 350g, erhalt intravenéds 3,0 cem Ambozeptor-Hammel- 
erythrocytengemisch. 





Blutgerinnungszeit 





Entnahmezeit 


Beginn Vollstandig 


Nach Injektion 

5 Minuten .... 3° 00" 4’ 30” 

15 . pais ab bas 8 00 10 30 

60 ~ aepeigione: 23 00 26 00 

2 Stunden .... ungerinnbar 

11 - es ot 49’ 00" | unvollstandig 
‘ Pht set i 13 00 16’ 00" 

30 » Fog te 4 00 5 30 


36 ‘ “i ae ot 1 40 2 50 
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Versuch I11. Drei Meerschweinchen. 
A. 320g, erhalt 3,0 cem gewaschene Hammelerythrocyten, 20 proz., intra- 
vends. 
B. 300g, erhalt 3,0 ccm Hammelblutambozeptor, 1:300 intravends. 
C. 315g, erhalt 3,0ccm sensibilisierter Hammelblutkérperchen (Ambo- 
zeptormenge entsprechend unter B) intravendés. 





Blutgerinnungszeit 
Entnahmezeit A. RB. 
Beg. Volist. | Beg. Vollst. Beg Vollst. 
Vor Injektion 3°10" 3=3' 50" 3’ 80" 4’ 00" 3’ 10" 3° 40" 
Nach Injektion 


5 Minuten ; 83 40 20 3 40 
8 30 10 3 35 


30 5 00 6 30 
30 9 50 12 00 
5O 70 00 unvollst. 
55 ungerinnbar 
15 19°00" 22°00" 
10 2 30 3 05 


mod 3 50 50 3 00 

Stunden .. 3 10 3 45 8 25 
8 50 25 8 00 

20 3 55 3 40 


4 
4 
30 20 83 30 4 30 22 00 25 00 
3 
8 
3 
4 


Diese Tatsache kénnte sich unter Umstanden mit der von Sachs u. a. 
festgestellten Beobachtung decken, daB Komplementschwund unter 
bestimmten Bedingungen fast immer von Komplementiiberproduktion 
gefolgt ist. 

Gleichzeitig konnte festgestellt werden, daB bei Zusatz von frischem, 
komplementhaltigem Meerschweinchenserum zu dem ungerinnbaren 
Blut immer rasche Gerinnung erfolgte. 

Um den Beweis, daB die Gerinnungsverzégerung parallel dem 
Komplementschwund einhergeht, noch zu kraftigen, haben wir in 
einem weiteren Versuch Gerinnungszeit und Komplementmenge - 
gemessen am haimolytischen System — miteinander verglichen. 


Versuch IV. 


Meerschweinchen, 420 g, erhalt 4,0 ccm Hammelerythrocyten-Ambozeptor- 
gemisch intravends. 





Blutgerinnungszeit 


Entnahmezeit — mbna 
Volistindig 


Vor Injektion . . . 3’ 20" 3’ 55" 
Nach Injektion 
10 Minuten... . 7 30 8 45 
60 " irhe., amie 22 00 25 00 
2 Stunden .... 66 00 unvellstandig 
21/5 ungerinnbar 


4 ‘ aa ae " 
20 2 ee 5’ 40" 6° 45" 
26 ee. 2 30 2 50 
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Bei allen Versuchen war iibereinstimmend an der Farbe des Serums 
zu erkennen, daB gleichzeitig mit dem Beginn des Komplement. Hav 
schwundes Hamolyse in der Blutbahn des Versuchstieres eingesetzt hatte geh 


b. 





m } } 
Vor Nach Injektion 


i ache Blu 
Injektion' +) Min 60 Min] 2Std_|21/y Std.|4 Std. [20 Std |26Std Vhs 


1... 0,5 Meerschweinchenserum kpl. kpl. mm. 0 0 0 kpl. kpl der 
0,25 » » st. | Sp. 0 0 0 (fkpl , mit 

! 10-9,5 » nt m. 0 0 0 0 st. "is 
0,25 ‘ . 0 0 0 0 0; t./] . Pro 


mit 0,81 proz. NaCl-Lésung auf 0,5com verdiinnt + 0,5cem Hammel.- 
erythrocyten mit Hamm»lolutambozeptor sensibilisiert, */, Std., 39°C. den 
Bor 

Da auBerdem noch die Méglichkeit bestehen konnte, daB dic 


hamolysierten Hammelerythrocyten die Blutgerinnung beeinilussen, 
untersuchten wir das Verhalten des Blutes von Meerschweinchen, die ocit 
mit hamolysierten Hammelerythrocyten in gleicher Weise behandelt Ver 
waren, beziiglich Gerinnung und Komplementgehalt. Die Hammelblut- Hai 
kérperchen wurden mit Aqua dest. in 40proz. Aufschwemmung gebracht anf 
und die hamolytische Fliissigkeit durch Zusatz des gleichen Volumens Blu 
1,7proz. NaCl-Lésung isotonisch gemacht. Ser 


mel 


Versuch V. ope 


Meerschweinchen, 400g, erhilt 4,0cem 20proz. himolysierter Hammel- 
erythrocytenaufschwemmung in 0,85proz. NaCl-Lésung intravendés. Me 
beh 
a. 





Blutgerinnungszeit 


Entnahmezeit iehdiiestine 
Beginn Vollstandig 





Vor Injektion ... . 4’10" 5’ 00" 
Nach lajektion 

19 Miouten. . .*. | 4 15 

ee > axel po 

65 , eee i 

160 SC, rere 4 10 


b. 





Vor Nach Injektion 
Injcktion 





10 Min. | 35 Min. | 65 Min. | 150 Man 


0,5 
0,25 K 
149.05 : 
0,25 
0,15 


mit 0,85proz. NaCl-Lésung auf 0,5 cem erganzt + 0,5 com Hammelerythro- 
cyten (5proz). mit Hammelblutambozeptor sensibilisiert, */, Std., 39° C. 


Meerschweinchenserum . . kpl. fkpl. kpl. | kpl. kpl. 
ae es kpl. TT s 


> os ” 
- } ” ” 
- - ” _ - 
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Es zeigte sich also nicht der geringste Einflu8 der himolysierten 
Hammelerythrocyten auf die Gerinnungszeit und den Komplement- 
vehalt des Blutes des behandelten Tieres. 

Aus den vorliegenden Untersuchungen JaBt sich nur der sichere 
SchluB ziehen, daB das Komplement ohne Zweifel eine Rolle bei der 
Blutgerinnung spielt. Welche Rolle, dariiber JaBt sich hiernach nichts 
AbschlieBendes sagen. Es bleibt u. a. noch die Frage zu klaren, ob an 
der Thrombinbildung das ganze Komplement oder nur Teile desselben 
mitwirken. Weitere Arbeiten beschaftigen sich bereits mit diesem 
Problem. 

Es soll hierbei auch noch festgestellt werden, ob das Komplement 
dem Serocym oder eine Komplementkomponente dem Proserocym 
Bordets entspricht, wofiir sich mancher Anhaltspunkt zu ergeben scheint. 

Die Verzégerung der Blutgerinnung kann von seiten des Komple- 
ments auf verschiedene Weise erreicht werden ; das Komplement kann in 
seiner Funktion bei der Gerinnung durch Ablenkung, Vernichtung oder 
Verstopfung ausfallen. DaB die Blutgerinnungsverzégerung bei der 
Haimophilie durch eine dieser drei Modifikationen bedingt ist, muB8 als 
iuBerst wahrscheinlich bezeichnet werden. Die Beschleunigung der 
Blutgerinnung beim Hiamophilen durch Beifiigung frischen fremden 
Serums, die auch therapeutisch ausgeniitzt wird, und andere Momente 
sprechen durchaus in diesem Sinne. 

Die Beantwortung dieser Fragen ebenso wie die Klarung des 
Mechanismus der Gerinnungshemmung bei der Peptonvergiftung usw. 
behalten wir uns vor 





Uber eine jodometrische Schnellmethode zur Bestimmung 
der Tyrosinase. 


Von 
Hugo Haehn und Jeannot Stern. 
(Mitteilung aus dem Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Februar 1927.) 


Die beste Bestimmung der Tyrosinase ist zurzeit die von Raper 
und Wormall') ausgearbeitete Methode, die auf einer exakten Messung 
des in dem Reaktionsgemisch iibrig gebliebenen Tyrosins beruht 
Man 1l48t das Enzym auf die Aminosdure einwirken und kontrolliert 
den Fortgang der Oxydation durch die Bestimmung des Tyrosingehaltes 
nach bestimmten Zeitintervallen. Die entnommene Probe wird in 
saurer Lésung aufgekocht zur Entfernung des entstandenen Melanins. 
dann 1la6t man das Filtrat in saurer Lésung zur Koagulation der letzten 
Reste des Pigments und seiner Zwischenprodukte 2 Tage lang stehen 
und bestimmt das unverindert gebliebene Tyrosin auf jodometrischem 
Wege nach der bekannten Bromid-Bromatmethode, nachdem dic 
Probe noch 24 Stunden in alkalischer Lésung gestanden hat. Diese 
umstandliche Behandlung des Reaktionsgemisches vor der Bromierung 
ist notwendig, um alle bromadsorbierenden Substanzen auBer Tyrosin 
zu entfernen. Es ist also nicht méglich, eine Tyrosinasebestimmung 
an einem Tage zu Ende zu fiihren. Diesem Ubelstande abzuhelfen, haben 
wir versucht, die Koagulation und Entfernung der Pigmente und seiner 
Zwischenprodukte durch Zugabe von Bariumchlorid in stark alkalischer 
Sodalésung zu beschleunigen, was uns auch gelungen ist. Der Barium- 
phosphat-carbonat-niederschlag fallt alles Pigment mit aus, so daB ein 
klares Filtrat entsteht. Im iibrigen richten wir uns nach der Vorschrift 
der genannten Autoren. Die Geschwindigkeitskonstanten, die nach 


1) H.S. Raper und A. Wormall, Biochem. Journ. 17, 454, 1923. 
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der Gleichung fiir monomolekulare Reaktionen berechnet wurden, 
zeigen, daB die Schnellmethode fast dieselben Resultate liefert wie die 
Originalmethode nach Raper und Wormaill. 


Methodik. 


I. Erforderliche Lésungen. 
1. Phosphatpufferlésung: m/15 KH,PO,, m/15 Na,HPO,. 
Erforderlich sind die nach Sérensens Vorschrift gereinigten Salze. Die 
Lésungen, zu gleichen Teilen gemischt, geben ein pq = 6,81. 
2. Tyrosinlésung: 0,5 g Tyrosin in 500 cem m/15 priméres Kalium- 
phosphat und 500 cem m/15 sekundares Natriumphosphat. 


w 


. Essigsiure: 10proz. 
. Sodalésung: 10proz. 


uf 


. BaCl,-Lésung: 10proz. 

6. NaBrO,-Lésung: (0,8502 g im Liter). 
7. KBr-Lésung: 50proz. 

8. KJ-Lésung: 10proz. 

9. n/50 Na,S,O, (4,966 g im Liter). 

10. Lésliche Starke. 

11. HCl: 20proz. 


Darstellung des Enzymsaftes. 


Kartoffelknollen werden gewaschen, in einer Reibemaschine zer- 
kleinert, in einen Beutel gefiillt und ausgepreBt. Man laBt den Saft 
15 bis 30 Minuten stehen und zentrifugiert die Starke und die sonstigen 
Beimengungen ab. Auf die Tyrosinlésung bezogen, geben wir 10 Proz. 
Kartoffelsaft zu. 


II. Ausfiihrung des Oxydationsversuches (Kartojfelsorte unbekannt). 


In einen Stehkolben von 500ccm Inhalt bringt man 300 ccm 
Tyrosinlésung (s. I, 2), 30ceem Kartoffelsaft und 10 cem Toluol als 
Antisepticum und Schaumzerstérer (eventuell noch einige Tropfen 
Maschinenél). Der Kolben wird mit einem Gummistopfen versehen, 
der eine Liiftungseinrichtung trigt, worauf man einen mit Wasserdampf 
und Toluol gesattigten Luftstrom durch das Reaktionsgemisch schickt. 
Der Kolben steht in einem Thermostaten von 20°. Ein Kontrollkolben 
mit 300cem Phosphatlésung (Lésung 1), 30cem Kartoffelsaft und 
10cem Toluol dient zur Korrektur des Tyrosinwertes in bezug auf 
bromadsorbierende Substanzen des Enzymsaftes. 

Bevor man jedoch mit der Liiftung der beiden Versuche beginnt, 
nimmt man aus jedem Kolben eine oder zwei Proben von je 20 cem zur 
Bestimmung der Anfangskonzentration des Tyrosins. Man versetzt 
sie sofort mit 0,5cem 10proz. Essigsiure, kocht zur Zerstérung der 
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Enzyme und Ausfillung der Eiweibstoffe auf und lat 10 Minuten 
lang stehen. Dann wird filtriert, der Melanin-EiweiBniederschlag zi 
Entfernung des anhaftenden Tyrosins dreimal mit heibem Wasser 
dann mit 10 cem 10proz. Sodalésung ausgewaschen. Man wartet, bis 
das ganze Waschwasser und die Sodalésung abgeflossen sind. Dany 
wird aufgekocht und die Probe mit 4 cem 10 proz. BaCl,-Lésung versetzt 
Nach dem Aufkochen wird filtriert und der Niederschlag zwei- bis 
dreimal mit heiBem Wasser ausgeweschen. Jetzt werden 10 cem 10proz 
Essigsiiure zugefiigt und die Lésung wieder gekocht. Die Proben 
bleiben nun bis zur Abkihlung auf Zimmertemperatur stehen. Sind 
sie klar geblieben, so wird sofort zur Titration geschritten, anderenfalls 
muB8 noch einmal filtriert werden. Alle anderen nach bestimmten 
Zeitintervallen entnommenen Proben erfahren eine gleiche Behandlung 
Die Sodazugabe bewirkt gewéhnlich eine starke Dunkelfarbung, die 
jedoch nach der BaCl,-Behandlung vollstandig verschwindet. 


III, Die Bestimmung des iibriggebliebenen Tyrosins (a — x). 


Man versetzt die Tyrosinlésung mit 10 cem der Natriumbromat. 
lésung, 2 cem der 50 proz. Kaliumbromidlésung und 7,5 cem der 20 proz 
Salzsiure, verkorkt die Flasche und 148t 20 Minuten stehen'). Dann 
werden 2 ccm der 10proz. Jodkaliumlésung zugefiigt und das freie Jod 
mit n/50 Natriumthiosulfat titriert. 


IV. Die Berechnung. 


1. Titerbestimmung der Natriumthiosulfatlésung. 
10cem Natriumbromatlésung, gemischt mit 2cem der 50proz. und 
7,5cem der 20proz. Salzséiure; dazu 2ccm 10proz. Jodkaliumlésung. 
Gef.: 10 ccm Natriumbromat > 16,5 cem n/50 Na,S8,0O,. 


1) Gleichungen zur Erklaérung des Reaktionsmechanismus (Z£. Th. 
Miller): 
1, NaBrO, + 5 KBr + 6 HCl = NaCl + 5 KCl + 3 Br, + 3H,0. 


OH 
2. CoHi~ OH, .CH.NH,.COOH + 2 Br: 


CH Bron, CH .NH,.COOH + 

3. Nach Gleichung (1) liefert ein Mol Natriumbromat 6 Atome Brom, nach 

Gleichung (2) entsprechen 4 Atome dieses Elements einem Mol Tyrosin. 
Folglich 

2 NaBrO, > 3 Tyrosin 
302 : 543,4 = 0,8502: 2 
a = 1,531 g Tyrosin 
0,8502 g Bromat im Liter, also 1 ccm = 0,00153 g Tyrosin. 


2HBr. 
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2. Titration des Tyrosins in den verschiedenen Proben. 


Tabe lle - 


) 6,8. ¢ 20°. 
Pu 





Proben nach Minuten 0 120 270 EL) 


com NagS,O, | com NayS,O, com Na» S,O com Nay 5,0, 


Schnellmethode nach 
Haehn und Stern. 


hontre llpre be { | 13,9 13.5 13.7 13.8 

ohne Tyrosin | Il 13,8 13,7 13,8 13,8 
os oe 4,45 9,8 12,20 12,75 

Heuptveteuch | 1 4,55 9.8 12.25 12/80 

Methode nach 

Raper und Wormell. 

Koutrollprobe {| I 14,2 13,7 13,7 13,7 

ohne Tyrosin | II 13,9 13,7 13,7 13,8 
s j I 4.80 9,6 12,40 12,9 

Hauptversuch it 485 98 12°50 13.0 


3. Berechnung des Tyrosinaquivalents aus der Bromadsorption 
der Kontrolle. 


16,5 cem Na,S,O, (Aquivalent fiir das zugegebene Br) 
13,8 ,, Na,S,O, ( * » 9» Wiedergefundene Br) 
2,7 com Na,8,O, ( i » »s» adsorbierte Br) 
16,5 (cem Na, 8,O,): 10 (cem NaBrO,) 2,7: 2 
x 1,63 (cem Na,S,0O,) 
1 (cem NaBrO,) : 0,001 53 (g Tyrosin) 1,63: 2 


x = 0,002 49 (Tyrosin-Aquivalent 


4. Berechnung des Tyrosins im Hauptversuch. 


Probe nach 0 Minuten. 


16,50 eem Na,S,O, 16,5: 10 = 12:2 
4,50 ,, Na,S,O, x = 7,27cem NaBrO, 


12,00 com Na, 8,0, 
1: 0,00153 7,27:2 
x= 0,0111 
0,0111 g Tyrosin 
0,0024 g Tyrosinaiquivalent der Kontrolle 
0,0087 g Tyrosin in 20ccem der Probe 
0,1435 g = » 330 ,, des Reaktionsgemisches 


Die anderen Proben nach 120, 270 und 330 Minuten werden analog 
berechnet. 
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Tabelle II. 
Pu = 6,8. t = 20° 





Proben nach Minuten: 0 270 3m 
a (a — 2) (a — 2) (a — 


Tyrosin in g in 330 emim | ae 0.1435 0,0613 0,0244 0.0161 
Reaktionsgemisch B 0,1375*) 0,0628 0,0207 0,0123 
2,302 a ae 5 ste . 0,0070 0,0065 0.0066 

Cs ioe... 0,0064  0,0069 0,007! 

*) Es sei darauf hingewiesen, daf} die experimentellen Befunde mit 16,5 multipliziert wurden 
wodurch sich die Unterschiede in den Reihen A und B ergeben. 

A sind die Werte des Schnellversuchs, B diejenigen der Methode 
nach Raper und Wormall. Die Tabelle II zeigt, daB die Konstanten | 
nach der Formel fiir monomolekulare Reaktion berechnet, nach beiden 
Versuchsmethoden fast dieselben Werte ergeben. Ob die eine oder cic 
andere richtigere Resultate gibt, kann nicht entschieden werden. Die 
Werte nach 0 Stunden sind bald nach der einen, bald nach der anderen 
Methode besser (s. auch Tabelle I11). 


Tabelle III. 
Pu = 6,8. t = 20°. 





Proben nach Minuten: 0 120 240 
a (a — z) (a — z) 


Versuch mit Kartoffelsorte Beseler. 17. I. 1927. 
Tyrosin in g in 330cem{ A... . 0,1226 0,0737 0,0483 0.0363 
Reaktionsgemisch ee ‘ 0,1237*) 0,0670 0,0360 0,0280 
arc ee: See - 0,0047 0.0040 0.0041 
t 8 (a- ») , inne 0.0049 0.0050 0.0048 

Versuch mit Kartoffelsorte Beseler. 20. I. 1927. 

(3 Tage bei Zimmertemperatur gelagert.) 

Tyrosin in g in 3380 cem i, eae 0.1164 0.0445 0.0154 0.0123 
Reaktionsgemisch ‘Z . ; 0.1331 0,0537 0,0242 0.0151 


ew ss 0,0079 0.0076 0.0075 


2.302 a 
( log — } a a Md 
(a—a2)/(B.... 0.0074 0.0071 0.0071 


*) Fehler auch hier mit 16,5 multipliziert. 


Die Versuche der Tabelle III bestatigen das obige Resultat. Nach 
beiden Vorschriften wird fast dieselbe Konstante gefunden. Die Barium 


chloridmethode ist jedenfalls ihrer schnellen Handhabung halber der 


Raper-Wormallschen Originalmethode vorzuziehen, sobald sich auch bei 


anderen Reaktionsverhaltnissen, anderen Enzymsiften, keine Nachteile 


zeigen sollten. Augenblicklich sind Versuche mit Riibensaft in Gang 
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Nachtrag zur Abhandlung ,Der Gaswechsel 
bei normalen und der groShirnhemisphirenberaubten Tauben< '). 


Von 
0. Moltschanowa. 
\us dem Institut fiir Ernahrungsphysiologie des Volksgesundheits- 


kommissariats in Moskau.) 


(Eingegangen am 2. Mdrz 1927.) 


In einem Briefe an Herrn Prof. M.N. Schaternikof/ hat Herr Prof. 
F.G. Benedict die Liebenswiirdigkeit gehabt, uns darauf aufmerksam 
zu machen, daB es unsererseits versiumt worden war, in der Abhandlung 
iiber Gaswechsel der Tauben die Versuchstemperaturen anzugeben. 
Dieses Versehen soll in folgenden Tabellen berichtigt werden. 


Tabelle 1. 





Vers Vers.»Temperat. Ver» Vers»Temperat. Vers | Vers»Temper. Vere Vers.*Temper. 
suches|——_—— -| suchss || sechass ———— suchs» ——— 

daten zu am daten zu am daten zu am | daten zu am 
1925 Anfang | Ende 1925 Anfang Ende 1926  Anfang| Ende 95, | Antang| Ende 


1.X.) 14,5 14,8 26. X. 154 | 16,0 23. 1.155 162 8.1 16,1 16,6 


1925 
5.X. 14,2 5. XI. 5,7 16,1 17. XI. 14,67 15,9 11.1. 15,9 | 16,4 
9X. 14,4 


1 

1d, 9. XI. 59 164 9%.XIL 15,9 161 13.1. 153 159 
13.X.)) 14,5 | 15,2 11. XI. 3, 16,4 15.X1L 158 163 25.1. 15,8 16,5 
1I5.X. 15,2 15,6 30. XI. a, 164 29.X11. 14.1 159 LL 153 161 
19.X. 14,7 | 15,0 |17. X11. 5,9 | 16,6 a - 158 165 8.1L) 158 169 


93.X. 15.1 15,5 30.XIL 7°159 4. L 159 (164 11.X. 14.7 153 


Tabelle 11. 





Versuchss Vers»Temperaturen Versuchs: Vers.-Temperaturen Versuchs- | Vers..Temperaturen 
daten - ae daten . _— — daten 
1926 zu Anfang am Ende 1926 zuAntang am Ende 1926 zuAntang am Ende 


ll. 15,9 16,4 3. Il. 15,8 17,0 5. IV. 14,5 16,5 
Il. 15.3 165 || 19. HO. 15,6 17,0 27. IIl. 14,5 16,0 
Il. 15,2 16,3 3. IL. 14,6 16.5 30. UL. 16,0 17,0 
Il. 15,2 16,8 17. IIL. 15,0 16,0 25. VL. 18,9 19,7 
. UL. 14,6 16,5 | 23. ILL 14,8 16.3 | 29. VI. 19,0 19,9 
I. 16,2 16,8 2. IV. 16,0 17,0 2.VI1l. 18,5 19,5 


') Diese Zeitschr. 179, 112, 1926. 
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Tabelle III. 





Versuchs- | Vers.«Temperaturen || Versuchss Vers.» Temperaturen 
daten | daten 


1925 zu Antang| am Ende zu Antang | am Ende 


1926 

is 15,8 16,4 | 23. : 19.6 20.0 

18. XI. 16,2 16,7 9, : 19,0 19.4 

19. XI. 16,1 16,9 3. . 19,2 20,0 
1926 

6. VIL. 19,9 20,3 || 20. ; 19,6 20,0 

16. VIL. 19.6 20.4 || 27. é 20.0 20.4 


Tabelle IV. 





Versuchstemperatur 
Versuchsdatum = 
zu Antang am Ende 


29. XI. 15,7 16,2 
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Uber ,Reizwirkungen* an Einzelzellen. 
Bemerkungen zu den gleichbetitelten AuBerungen von Hugo Schulz’). 


Von 


Wolfgang Heubner. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Géttingen.) 


(Eingegangen am 3. Mdrz 1927.) 


Die Bemerkungen von Hugo Schulz kénnen nicht ohne Widerspruch 
bleiben, denn sie sind geeignet, einen ganz klaren Tatbestand zu verwirren, 
mindestens fiir jeden, der nicht sehr genau liest und dabei selbst alle Un- 
stimmigkeiten bemerkt. Aus dem Text der angezogenen Bemerkungen 
wird es sogar mir, der ich die in Frage stehenden Veréffentlichungen mit 
am besten kenne, recht schwer, zu beurteilen, ob Hugo Schulz die Aus- 
fiihrungen von Rolf Meier selbst nicht richtig verstanden hat, oder ob es 
nur an stehengebliebenen Druckfehlern und an der Art der Ausdrucksweise 
liegt, wenn man nicht ganz durchschaut, was Hugo Schulz meint. 

Rolf Meier hat eine Anzahl von Untersuchungen angestellt, deren 
ausfiihrliche Darstellung im Druck ist, und, die der Nachpriifung der Frage 
dienten, ob es richtig ist, daB kleine Konzentrationen schadigender Gifte 
an Hefezellen immer eine Steigerung der Kohlenséureproduktion bewirken, 
dariiber hinaus aber gleichzeitig das Verhalten des Sauerstoffverbrauchs unter 
gleichen Bedingungen ermittelten. Zu diesen Untersuchungen wurde die 
Methode gewahlt, die heutigentags als die zuverlissigste angesehen werden 
durfte; sie stimmte mit der von Hugo Schulz vor annahernd 40 Jahren 
gebrauchten Methode insofern iiberein, als beide als MaB der Kohlenséure- 
bildung der Hefe die Zunahme des Druckes im Reaktionsgefa8 benutzten. 
Uber das Ergebnis seiner Untersuchungen veréffentlichte Rolf Meier 
aus bestimmtem Anla8 bereits eine vorlaufige Mitteilung*); es lautete 
dahin, daB keineswegs bei allen Substanzen, auch nicht bei allen von Hugo 
Schulz mit positivem Erfolg studierten Substanzen, in niedriger Dosierung 
eine Steigerung der Kohlenséureproduktion zu finden war, sondern nur 
bei einigen, und dann nur in solchen Konzentrationen, die bereits die Sauer- 
stoffaufnahme und damit den Gesamtumsatz herabdriickten. Es wurde also 
nie eine wirkliche ,,Steigerung der Lebenstatigkeit‘‘ festgestellt. 

Hugo Schulz spricht nun von Resultaten, die ,,auf Grund einer irrig 
angewandten Methode geziichtet werden“. MHierdurch bitte ich ihn um 
den Nachweis dessen, was an der von Rolf Meier unter meinen Augen 


1) Diese Zeitschr. 181, 192, 1927. 
2) Ebendaselbst 174, 384, 1926. 
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angewandten Methode irrig war, und was dabei ,,geziichtet** worden 
Hugo Schulz kann nicht verlangen, daB wir seine eigene Methode mdéglichst 
genau befolgen, wenn die Wissenschaft im Laufe der Zeit eingesehen hat. 
daB manches an dieser Methode verbesserungsbediirftig war, wie z. B. dix 
Benutzung gewéhnlicher (aus sehr verschiedenen Arten gemischter) Hef; 
die Ausdehnung der Versuchsdauer iiber viele Stunden u. dgl. 

Da die Ergebnisse von Hugo Schulz durch Rolf Meier ebensoweniy 
bestiitigt werden konnten, wie schon friiher durch Joachimoglu*) wna 
Zeller*), war der Frage nachzugehen, wie dieser Unterschied zu erklare 
war. Nun hatte sich mir schon friiher bei einer Betrachtung der alten 
Versuche von Hugo Schulz ergeben, daB nur eine recht kritiklose Art de; 
Bewertung ihn dazu gefiihrt hatte, die vielbesprochenen Schliisse aus 
seinem Zahlenmaterial zu ziehen, und daB nur eine eigentiimliche Art der 
Darstellung dieses Materials daran schuld war, da8 es gegeniiber anderen 
auch nur etwas Uberzeugungskraft besessen hatte. Es ist charakteristisch 
fiir die Gewohnheit des Literaturstudiums auch in vielen Kreisen, die wissen 
schaftlich ernst genommen zu werden wiinschen, daB die Versuche von 
Hugo Schulz so lange und so nachdriicklich als ,,Beweismaterial“ fiir eine 
teils unrichtige, teils wenig sinnreiche Behauptung angefiihrt werden konnten 
Bereits Zeller hatte ja*) auf mancherlei Mangel in den Versuchen von Hugo 
Schulz und auf die gewaltigen Differenzen in seinen Normalparallelversuchen 
hingewiesen. Aus diesem Grunde glaubten wir uns mit einer kurzen 
graphischen Darstellung der Befunde von Hugo Schulz begniigen zu diirfen, 
die jedem einigermaBen erfahrenen Experimentator genug sagen muBte. 
Die ersten Abbildungen in der Mitteilung von Rolf Meier stellen Kurven 
dar, die nichts anderes sind, als eine Wiedergabe der von Hugo Schulz 
veréffentlichten Zahlen in iibersichtlicher Form. Auf sie beziehen sich dir 
Worte des Autors, ,,daB man diesen Kurven nichts hinzuzufiigen braucht, 
um zu erklaren, da sie als Stiitze zu so weittragenden Folgerungen keines- 
wegs ausreichen*‘ — nicht, wie Hugo Schulz drucken laBt, auf Kurventafeln 
mit Ergebnissen seiner (Rolf Meiers) Versuche. Dieser Sachlage tragt 
Schulz in eigentiimlicher, nicht ganz verstandlicher Weise Rechnung, wenn 
er jetzt schreibt: ,,Wenn ich meine Zahlen in derselben Weise graphisch 
niederlege, wie Rolf Meier, kommen ganz dhnliche, um nicht zu sagen 
dieselben Kurven heraus‘. WNatiirlich dieselben (nicht ,,ganz ahnliche*‘). 
denn es sind ja seine Zahlen! 

Die Kurventafeln aus den Versuchen von Hugo Schulz sind so ge 
wonnen, wie nach meiner Ansicht solche Versuche allein korrekt wieder- 
zugeben sind: es ist die Druckainderung infolge Produktion an Kohlensaure 
als Ordinate fiir jede Viertelstunde der Versuchsdauer als Abszisse eit- 
getragen, jedoch der Fu8punkt fiir jedes neue Kurvenstiick am Ende des 
vorherigen genommen, so daB die Kurve den Gesamtablauf der Kohlensaure 
produktion in jedem Versuch wiedergibt. Man sieht nun schon bei den 
Normalversuchen die unregelmaBigen Differenzen der Steilheit ihres Verlauts 
im ganzen wie in einzelnen Abschnitten und erkennt, daB in den Gift- 
versuchen nirgends ein Verlauf zu finden ist, der eine gesetzmaBige Ab- 
weichung im Sinne einer gréBeren Steilheit auferhalb der in den Kontroll- 
versuchen vorkommenden Differenzen beweisen kénnte. 


1) Diese Zeitschr. 79, 144, 1917; 130, 239, 1922. 
2) Diese Zeitschr. 171, 45, 1926. 
3) A.a. O., 8.45 und 46. 
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Hugo Schulz hatte seinerzeit eine Darstellung gewahlt, in der er einzelne 
stiicke der Kurven miteinander verglich, und zwar ohne Riicksicht auf 
die nach Beginn des Versuchs verstrichene Zeit und ohne Riicksicht auf den 
Gang des Versuchs wahrend dieser Zeit. Nur auf diese Weise war es ihm 
moglich, den Schein zu erwecken, als habe er wirklich gefunden, was er 
gefunden zu haben glaubte. Wenn er jetzt meint, mit der von uns ge- 
wahlten Methode der Darstellung ,,kame man nicht weiter‘, so méchte ich 
loch mit aller Scharfe bemerken, daB alles, was Hugo Schulz an abgelesenen 
Zahlen fiir die behandelten Versuche beigebracht hat, auf den Kurven 
verzeichnet ist. Um die Betrachtungen anzustellen, die nach seiner Ansicht 
.weiterfiihren“, braucht man nur Stiickchen jeder Kurve auszuschneiden. 

Wir iiberlassen das Urteil iiber unsere Darstellungsweise experimenteller 
Ergebnisse gern den Fachgenossen. Wenn Hugo Schulz jetzt im hédheren 
Alter weiter an der Illusion seiner friiheren Jahre festzuhalten wiinscht, 
so wird jeder das voliste menschliche Versténdnis dafiir haben. Aber es 
geht nicht an, da8 unter Berufung auf seine einstigen unvollkommenen 
und einseitig ausgelegten Versuche weiterhin die Ansichten weiter Kreise 


tvrannisiert werden. 





Vergleichende Untersuchungen iiber die saure Totenstarre des 
glykogenhaltigen und die alkalische oder Erschépfungstoten. 
starre des glykogenarmen Muskels. 


Von 
Leonhard Wacker. 
(Aus dem pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 5, Marz 1927.) 


Nach dem Erléschen des Lebens sind an der Muskulatur der Leiche 
bekanntlich dreierlei Erscheinungen wahrzunehmen: Zuniichst erfolgt 
mit dem Aufhéren der Blutzirkulation eine allgemeine Erschlaffung. 
Nach einiger Zeit und ganz allmihlich werden die Muskeln wieder 
etwas harter. Der Héhepunkt dieser Erscheinung ist durch einen 
maximalen Widerstand gekennzeichnet, den die Gelenke einer Lage- 
veranderung der Extremititen entgegensetzen. Dieser als Toten- 
starre bezeichnete Zustand kann je nach den Ernihrungsverhilt- 
nissen der Leiche und der Lufttemperatur tage- ja sogar wochen- 
lang anhalten, um sich dann im dritten Stadium wieder allmahlich 
zu lésen. Wie man jetzt allgemein annimmt, ist die Totenstarre in den 
Anfangsstadien als eine der physiologischen Kontraktion ahnliche 
Dauerverkiirzung der Muskeln aufzufassen. Diese auBere Ahnlichkeit 
der Starre mit der Kontraktion geht parallel] mit analogen chemischen 
Prozessen, die sich nach dem Tode innerhalb der Muskeln abspielen 
und die die Erscheinungen einleiten. Wiahrend aber der Muskel des 
lebenden Organismus dem Willen des Individuums blitzartig gehorcht 
und die durch die Nerven vermittelte Kontraktion den Bediirfnissen 
entsprechend sofort wieder riickgingig gemacht werden kann, ist der 
Kintritt der Starrekontraktur ein langsamer und trager und der Vorgang 
durch die Irreversibilitét charakterisiert. 

Die zur EinJeitung einer Muskelaktion bzw. einer Starrekontraktur 
erforderlichen und im Muskel zu produzierenden Milchsiuremengen 
sind ihrer GréBenordnung nach sehr verschieden. Dem Bedarf von 
Bruchteilen eines Milligramms') Milchsiure (0,7 mg-Proz.) zur Aus- 


1) Der 1 g schwere Gastrocnemius des Frosches bedarf bei maximaler 
Einzelzuckung etwa 0,007 mg Milchséiure (siehe Meyerho/,, Handb. d. 
norm. u. pathol. Physiol. 8, 1, 533). 

Milchséurezunahme in 24 Stunden pro 100 g weiBer Kaninchenmuske! 

im Hunger (Mittel) .. . . 31,3 mg:Proz. 
» Urethanschlaf entblutet . 565,1 = 
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jjsung einer maximalen Einzelzuckung beim Frosch stehen bei der 
Totenstarre des Kaninchens die 45- bis 800fachen Mengen (in 24 Stunden) 
gegeniiber, die anfangs rasch, spater, nach dem Eintritt der Starre, 
langsam sich im Muskel ansammeln'). Die Entwicklungszeit der 
Starre steht im geraden Verhaltnis zur produzierten Milchsiuremenge. 
Wahrend bei der, physiologischen Kontraktion die geringsten Mengen 
die blitzartige Zusammenziehung verursachen, bewirken nach dem Tode 
etwa die 20- bis 45fachen Mengen eine in wenigen Minuten eintretende 
Starrekontraktur, und die gréBte Saureproduktion mit der 600- bis 
s00fachen Menge der fiir die Zuckung beim Frosch erforderlichen Menge 
ist erst nach 3 Stunden in der Lage, die Muskulatur des Kaninchens in 
den Starrezustand zu versetzen. Nur in Ausnahmefillen — bei der 
kataleptischen Totenstarre soll, unter bis jetzt unbekannten Be- 
dingungen, eine physiologische Kontraktion direkt in eine Starre- 
kontraktur der Leiche iibergehen, so daB das erwaihnte Erschlaffungs- 
stadium ganz fortfallt. Die Existenz einer kataleptischen Starre ist 
meines Erachtens nicht mit Sicherheit erwiesen, denn die Bericht- 
erstattung, die vielfach auf lange vergangene Kriege zuriickgeht, ist 
nicht immer einwandfrei und geniigt nicht der Anforderung, daB die 
im Augenblick des Todes innegehabte Stellung iiber den Tod hinaus 
beibehalten sein muB, auch wenn sie durch die Schwerkraft hatte ver- 
andert werden miissen?), 

Die Eintrittszeit der Totenstarre kann bekanntlich durch an- 
gestrengte Muskeltiatigkeit kurz vor dem Tode erheblich jabgekiirzt 
werden. Man hat dies auf die Ansammlung von Milchséure im er- 
miideten Muskel zuriickgefiihrt. Diese Erklirung laBt sich jedoch 
nicht mit unseren Beobachtungen in Einklang bringen, denn beim 
Hunger wie iiberhaupt beim Erschépfungstod,tritt die Starre besonders 
rasch ein, wahrend: gerade hier die auftretenden Milchsiuremengen 
gering sind. Die Beobachtung, daB die Starre bei verhungerten Kanin- 
chen rasch eintritt, ist iibrigens nicht neu. Schon Kiihne*) bemerkte 
bei Kaninchen, die C/. Bernard in Nancy zwecks anderweitiger Studien 
verhungern lieB, eine — wie er sich ausdriickte — mit dem letzten 
Atemzuge einsetzende Starre. Er untersuchte daraufhin den Muskel 
auf sein Verhalten gegen Reagenzpapier und konstatierte im Gegensatz 
zu dem Befund von du Bois Reymond bei der gewéhnlichen sauren 
Starre, in diesem Falle eine alkalische Reaktion. Diese interessanten 
und fiir die Erklarung verschiedener Vorginge wichtigen Beobachtungen 


1) Vgl. die Milchséurebildungskurven diese Zeitschr. 75, 111/112, 1916. 
2) Vgl. J. Baumann, Zeitschr. f. gerichtl. Med. 2, 647, 1923; W. Gerlach, 
Ergebn. d. Pathol. 20, 2, 273. 
3) Kiihne, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1859; Myologische Unter- 
suchungen, 8. 144. Leipzig 1860. 
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Kiihnes sind nicht in die Handbiicher iibergegangen und in Vergessenhie): 
geraten, denn alle spateren Autoren und Referenten berichten ny 
von dem triiben, undurchsichtigen und sauer reagierenden, starrey 
Muskel, trotzdem bei Leichen nach langandauernden, mit groBen 
Gewichtsverlust einhergehenden Erkrankungen eine alkalische Reaktioy 
des Muskels nicht allzu selten ist'). Man muf demnach zwischen eine 
sauren und alkalischen Totenstarre unterscheiden. 


Wenn hier in der Folge von einer alkalischen und einer sauren Reaktiv; 
des Muskels gesprochen wird, so ist dies aber doch cum grano salis 2 
nehmen, denn der Muskel ist bekanntlich sauer und alkalisch zu gleicher 
Zeit und biiBt diese amphotere Reaktion — soweit dies bisher bekannt ist 
auch nie vollkommen ein. Besonders im physikalisch-chemischen Sin 
kann man kaum von saurer und alkalischer Reaktion sprechen, weil i: 
Muskel, selbst bei reichlicher Milchséurebildung, infolge der ausreichende: 
Pufferung nur eine geringe Verschiebung vom Neutralpunkt erfolgt. Dagege: 
besitzt aber der Muskel, bei den zwei verschiedenen Starreformen und vor 
dem Eintritt derselben, eine gréBere oder geringere Aufnahmefihigkeit fi 
Milchsaure, ohne seinen amphoteren Charakter einzubiiBen. Diese Verhiltniss: 
lassen sich zahlenmaéBig durch den sogenannten Sdaurealkaliindex?) zun 
Ausdruck bringen. Bestimmt man im Kochextrakt des Muskels titrimetrisc! 
— unter Zuhilfenahme von geeigneten Indikatoren — die Alkaleszenz uni 
die Aciditét in Kubikzentimetern n/10 Saure bzw. n/10 Alkali, bezogen au’ 
100 g Muskel, so liefert der 

Kubikzentimeter Aciditat 
Quotient - ; 
Kubikzentimeter Alkaleszenz 
den Séurealkaliindex. Er stellt also das Verhaltnis der sauren zu de 
alkalischen Bestandteilen dar. 

Bei der alkalischen Totenstarre besitzt der Muskel einen Saurealkali 
index, der kleiner ist als 1, d. h. die alkalischen Bestandteile iiberwiege: 
die sauren, er verhalt sich also in dieser Hinsicht genau wie ein ruhender 
Muskel. Bei der sauren Totenstarre jedoch steigt der Index je nach der 
Todesart, Tierart (ob roter oder weiBer Muskel) und dem Ernihrungszustand 
bis auf 4, 6 und héher, d.h. also die sauren Bestandteile kénnen die alkalische: 
um das Vier- oder Sechsfache tiberwiegen. Mit der GréBe des Index geht 
‘der Milchséuregehalt parallel oder vielmehr der Index ist von der Meng: 
der gebildeten Milchséure abhangig. Ob der ruhende Warmbliitermuske! 
gar keine Milchsaéure enthalt, ist noch nicht mit Sicherheit entschieden 


Mit der Erkenntnis, daB das Glykogen die Muttersubstanz der im 
Muskel bei diesen Prozessen produzierten Milchsiure und die Meng: 
der letzteren wiederum ausschlaggebend ist fiir eine alkalische oder 
saure Totenstarre, ist es einleuchtend, warum beim Mangel an Glykogen 
wie dies beim Erschépfungstod der Fall ist, der Muskel iitberhaupt nicht 
sauer werden kann. Bei vollkommenem Glykogenmangel sollte man 
ein vélliges Ausbleiben der Starre erwarten, weil nach unserer jetzigen 


1) Oppenheim und Wacker, Berl. klin. Wochenschr. 1919, Nr. 42, S. 990. 
2) L. Wacker, diese Zeitschr. 75, 119, 1916. Baur, Kuhn und Wacker, 
Miinch. med. Wochenschr. 1924, Nr. 6, S. 169. 
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Anschauung ohne Glykogen bzw. Kohlehydrat keine Milchséure ent- 
stehen kann. 

Im Tierexperiment konnte jedoch nie weder ein Ausbleiben der Milch 
siurebildung noch der Starre beobachtet werden. Die Starre ist im Gegenteil 
beim Hunger- oder Insulintod oft recht kraftig, wihrend sie gemaiB den 
Messungen gemeinschaftlich mit Oppenheim (a. a. O.) bei kachektischen 
menschlichen Leichen meistens sehr gering ist. Der Grund ist vielleicht (nehen 
dem Zeitpunkt der Messung) in der gut erhaltenen Struktur des Muskels 
bei den Hunger- und Insulinleichen zu suchen, wahrend bei lang anhaltenden 
Krankheiten die Muskelsubstanz in gréBerem Umfang eingeschmolzen 
wird und oft eine 6dematése, sulzige, strukturlose Beschaffenheit hat. 

Aus dem Vorgesagten geht hervor, daB man die alkalische Totenstarre 
experimentell erzeugen kann, wenn man den Muskel vor dem T ode méglichst 
glykogenarm macht, d. h. einen Erschépfungszustand schafft. Aus diesem 
Grunde wird man die alkalische Starre auch als Erschépfungstotenstarre 
bezeichnen kénnen. 

Es liegt in der Natur der Verhialtnisse, da8 man sich dazu nur 
riicksichtsloser Methoden bedienen kann, wie exzessive Arbeit, Hunger, 
Kalte, Krampfgifte, Insulin usw. 

In der vorliegenden Arbeit habe ich mir zum Ziele gesetzt, den 
Zustand der Erschépfungstotenstarre in chemischer Hinsicht dem 
der sauren Starre vergleichend gegeniiberzustellen. 


I. Die saure Totenstarre des glykogenhaltigen Muskels. 


Die saure Totenstarre ist die bei menschlichen Leichen und bei 
Schlachttieren am haufigsten zu beobachtende Form. Die umfangreiche 
Literatur bezieht sich daher fast ausschlieBlich auf diese. Wenn ich 
trotzdem noch einige Untersuchungsresultate, die im wesentlichen aus 
friiheren Untersuchungen bekaynt sind, hinazufiige, so geschieht es, 
um direkte Vergleichswerte zur alkalischen Starre zu erhalten. 

Die saure Starre setzt guten Ernihrungszustand bzw. ausreichenden 
Glykogengehalt im Muskel voraus. Beim natiirlichen, nicht gewalt- 
samen Tode der Menschen und der Tiere wird dies nicht immer zu- 
treffen, deshalb finden wir alle Ubergiange von der stark sauren zur 
alkalischen Starre. Die Muskeln eines Selbstmérders, Verungliickten 
oder Apoplektikers werden eine gréBere Milchsiuremenge produzieren 
als jene einer Person, die nach langem Siechtum gestorben ist. 

Um die im Muskel sich vollziehenden Prozesse unter verschiedenen 
Bedingungen zu vergleichen, mute auf Tierversuche zuriickgegriffen 
werden. Ohne Riicksicht auf die das Resultat beeinflussenden Abwehr- 
bewegungen der Versuchskaninchen wurden diese durch Nackenschlag, 
Entblutung und durch Erstickung, mit CO,-Gas oder durch Luftembolie, 


getétet. Zur Untersuchung gelangten die Muskeln der Hinterlaufe, und zwar 
wurde der eine Lauf méglichst rasch nach dem Tode, der andere erst nach 


13* 
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~ Fae] W eifbe 
x - 3 _ N 
Rasse . ™ S35 =< Fy “4 
Nr. Datum der Kaninchen c Art des Todes = 22 ES 2 Ss 
Nia! 3g es 
Se < = > 
. “s < & 
5 1. XII. 1925 Schwarzloh 1650 Nackenschlag Sofort 57,33 30,66 87.99 
24 Std. 66,66 9.33 75.4% 
6 10, V. 1926 Grraues 4229 “ Sofort | 52,00 37,33 89. 
Kaninchen 24 Std. 80,00 8.00 SNK 
17 20. V. 1926 Grauschwarzes 3900 Erstickg. durch Sofort 50,66 45,33 95,99 
Kaninchen Luftembolie 24 Std. 74,66 12,93 S74 
27 22. X. 1926 Schwarzloh 2470 = Erstickung in Sofort 57,33 50,66 107.99 
© O,-Gas 24 Std. 86,66 14,66 10! 
22 »=11. VIII. 1926 “ 1700 Entblutung aus Sofort 62,66 36,00 Ys ti 
Carotis 24 Std. 80,00 13,33 93. 
24 5. X. 1926 Graues 2900 Dasselbe 24 Std. 77,30 16,00 93 
Kaninchen 
23 11. VILL. 1926 Schwarzes 1740 Entblutung nach Sofort 57,33 48,00 1055 
Kaninchen 5 Tagen Hunger 24 Std. 78,66 17,33 95.99 
Mittelzahlen Sofort 56,21 41,33 97.6 
24 Std. 77,70 13,08 7s 


, 3. IL. bis Scheckiges 2250 | ose ™ ‘ 
12 14. 11. 1926 Kaninchen | 1120 | *) 24 Std. | 67,00 | 43,00 


24 Stunden in Angriff gnommen. WeiGe und rote Muskeln wurden getrennt 
untersucht. Als Vergleichsmaterial dienten die Kochéxtrakte (siehe unter 
Methodik). Die Untersuchung erstreckte sich auf die Feststellung des 
Milchsaéuregehalts, des Verhiltnisses der alkalischen zu den sauren Bestand- 
teilen (Index), der H-Ionenkonzentration, die Menge der im Extrakt be- 
findlichen AlbuminateiweiBkomponente und auf die Ermittlung der Eintritts- 
zeit der Starre nach dem Tode. Auf die interessanten Verdinderungen in 
den Aschenbestandteilen und die experimentelle Beeinflussung der Zeit 
des Starreeintritts werde ich in spéteren Abhandlungen zuriickkommen. 


Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in der Tabelle I wiedergegeben. 
Sie zeigt in erster Linie das Ansteigen des Milchséuregehalts inner- 
halb 24 Stunden nach dem Tode und die Folgeerscheinungen dieser Saure- 
zunahme auf die Puffersubstanzen. Durch den NeutralisationsprozeB geht 
die titrierbare Alkaleszenz im Extrakt wesentlich zuriick und die Aciditat 
steigt an, dementsprechend nimmt der Index zu. Mit zunehmender Saure 
werden die Alkalialbuminate mehr oder weniger vollkommen im Muskel 
zerlegt und nehmen daher im Extrakt (nach 24stiindigem Lagern des Muskels) 
bis auf geringe Reste ab. Beim weiBen Muskel fallt der EiweiSgehalt im 
Extrakt von 0,8130 Proz. (im Mittel) des frischen Muskels bis auf 0,0064 Proz. 
nach 24 Stunden, beim roten ist es ahnlich, doch ist die Fallung nicht so 
volistandig. Durch die Fallung erklart sich das triibe opake Aussehen. 
Die Zeit des Starreeintritts variiert beim Kaninchen zwischen \ bis 2 oder 
3!/, Stunden, eine GesetzmaBigkeit in der Eintrittszeit ist bei dieser Versuchs- 
anordnung nicht zu erkennen. 


110 











Totenstarre des Muskels. 197 





Muskel 


Index 


1 
i 


‘ 


Extrahier- 
bares 


86 0,6945 0.6452 54,66 28.66 83.32 1,90 0,6066 0.3937 
.14.0,0386/0,6965 66,66 9,33 75.99 7,14 0.0373 0.6262 


Roter Muskel 


52 
e : 
: = ¢ : 3 Sés2 
2| 3 3 &§ Soe!) Se seas 
= 7 = = = > 
° $s = > 5 => § 23s sa Set& Bemerkungen 
La & z 2 v <3 Sis 2a Netz 
3 $e 2 = 2s aisZzs $3 ALT 
al =™ < at = = ,es 2% 
= < < = = Stdn 


to 


1.39 0.7493 0.3767 44,00 36,00 80,00 1,22 0.7040 0.2546 2 
10,00.0,0000.0,7348 | 57,33'13,33 70,66 4,30 0.0947 0.5485 

1.11 1,0453.0,2794 41,33 40,00 81,33 1,03'1,0066.0,2199 1%), 
5,77 0,0000 0,7504 62,66 14,66 77,32 4,27 0,0626 0.5641 


1,13 
591 


0.3519 43,33 46,66 89.990,93 — 01945 1°, 
0.7555 66,66 24.00 90.662.77 — 0.4181 


1,74 0,4053 0,4222 48,66 36,66 85,32 1,32 0,83460,2628 1°, 
).00.0,0000 0.6520. 68,66 18,66 87.32 3.67 0.0387 0.6185 
“mm ~ eae andes vanene tentd wanes eanand | Pu wei Chinhydronelektrode 


4.83 .0,0000 0.6479 62.66 24.00 86.66 2.610.41700.4119 11, 


zwischen 5,99 u.6,11, py rot 
. | Chinhydronelektrode zwisch 
6.21 und 6,43 


1,19 1,1706 0.2856 44,66 45,33 89,99 0,98 0,8746.0,2235  1', 
4,53.0,0000 0,6996 62,66 19,33 '81,99 3,24 0,2053 0,5485 


|,40.0,8130 0,3935 46,10 38,88 84,98 1,23 0,8053 0,2581 


6,31 0,0064 0.7052 63,89 17,61 81,50 4,00 0.1426 0.5337 


1.55 0.5900 0 


‘ . ar ean *) Gestorben an einer Darm- 
.2322 61,00 33,00 94,00 1,84 0,3450 0.2291 stérung. Die Sektion ergab 
ein Fettdepot im Nacken 


Roter und weifer Muskel. 


Bekanntlich besteht die Skelettmuskulatur des Kaninchens aus zwei 
durch das Aussehen leicht erkennbaren Spielarten. Der weibe Muskel vermag 
rascher und mehr Milchséure zu bilden (Tabelle I) als der rote. Daher wird 
der weiBe auch der flinkere genannt, gegeniiber dem ausdauernden, kern- 
reichen roten. Die Ubergangsstufen, d. h. die blassen Muskel wurden 
tunlichst von der Untersuchung ausgeschaltet und nur weiBe oder rote 
ausgewahit. Aus den Mittelzahlen der Tabelle ist ersichtlich, daB der weiBe 
Muskel innerhalb 24 Stunden nach dem Tode 0,7052 Proz. Milchséure zu 
produzieren vermag, wahrend der rote nur 0,5337 Proz. enthielt. Dem- 
entsprechend war der Index beim weiBen 6,31 gegeniiber 4,00 beim roten. 
Der Gehalt des frischen Muskels mit 0,3935 beim weiBen und 0,2581 Proz. 
beim roten ist verglichen mit den Verhaltnissen beim ruhenden glykogen- 
armen Muskel sicherlich zu hoch, weil vom Moment des Todes bis zur Zer- 
stérung der Fermente durch das kochende Wasser etwa 10 Minuten verstreichen 
(Naheres siehe unter Methodik). Auch in der H’-Konzentration des Extrakts 
(24 Stunden nach dem Tode) l48t sich ein Unterschied, wenn auch ein 
geringer, zwischen rotem und weiBem Muskel wahrnehmen. Beim weiBen 
schwankte py an der Chinhydronelektrode gemessen zwischen 5,99 
bis 6,11, war somit, gegeniiber 6,23 bis 6,43 beim roten, etwas saurer als 
der letztere. Die wahrem Werte der innerhalb des Muskels herrschenden 
H’-Konzentration stellen diese Zahlen nicht dar, weil beim Kochen 
Umsetzungen und CO,-Verluste stattfinden kénnen, aber sie entfernen 
sich nicht allzuweit von der Wirklichkeit, denn nach intensiver Tatigkeit 
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Rasse } oT ; 
Datum dos Ganincien 7 Art des Todes 


Zeit der 
Untersuchung 
nach dem Tode 

ufferungs 
breite 


Aciditat 
Alkaleszenz 


P 


1925 Schwarzloh 1650 Nackenschlag Sofort 57,33 
24 Std. 66,66 
’. 1926 Graues 4229 - Sofort | 52,00 : 
Kaninchen 24 Std. 80,00 
*, 1926 Grauschwarzes 3900 Erstickg. durch Sofort 50,66 
Kaninchen Luftembolie 24 Std. 74,66 
.. 1926 Schwarzloh 2470 = Erstickung in’ Sofort 57,33 
C O,-Gas 24 Std. 86,66 14,66 
1926 1700 Entblutung aus Sofort 62,66 | 36,00 
Carotis 24 Std. 80,00 13,33 


.. 1926 Grraues 2900 Dasselbe 24 Std. 77,30 16,00 
Kaninchen 
1926 Schwarzes 1740 Entblutung nach Sofort 57,33 48,00 
Kaninchen 5 Tagen Hunger 24 Std. 78,66 17,33 
Mittelzahlen Sofort 56,21 41,33 
24 Std. 77,70 13,08 
3. IL. bis Scheckiges 2250 * DA & 1 ‘ 
“per 7 : YW) 435.00 
14. III. 1926 Kaninchen | 1120 ) 24 Std. | 67,00 | 43, 


24 Stunden in Angriff gnommen. WeiBe und rote Muskeln wurden getrennt 
untersucht. Als Vergleichsmaterial dienten die Kochextrakte (siehe unter 
Methodik). Die Untersuchung erstreckte sich auf die Feststellung des 
Milchsauregehalts, des Verhaltnisses der alkalischen zu den sauren Bestand- 
teilen (Index), der H-Ilonenkonzentration, die Menge der im Extrakt be- 
findlichen AlbuminateiweiBkomponente und auf die Ermittlung der Eintritts- 
zeit der Starre nach dem Tode. Auf die interessanten Verainderungen in 
den Aschenbestandteilen und die experimentelle Beeinflussung der Zeit 
des Starreeintritts werde ich in spaéteren Abhandlungen zuriickkommen. 


Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in der Tabelle I wiedergegeben. 
Sie zeigt in erster Linie das, Ansteigen des Milchséuregehalts inner- 
halb 24 Stunden nach dem Tode und die Folgeerscheinungen dieser Siure- 
zunahme auf die Puffersubstanzen. Durch den NeutralisationsprozeB geht 
die titrierbare Alkaleszenz im Extrakt wesentlich zuriick und die Aciditat 
steigt an, dementsprechend nimmt der Index zu. Mit zunehmender Saure 
werden die Alkalialbuminate mehr oder weniger vollkommen im Muskel 
zerlegt und nehmen daher im Extrakt (nach 24stiindigem Lagern des Muskels) 
bis auf geringe Reste ab. Beim weiSen Muskel fallt der EiweiBgehalt im 
Extrakt von 0,8130 Proz. (im Mittel) des frischen Muskels bis auf 0,0064 Proz. 
nach 24 Stunden, beim roten ist es ahnlich, doch ist die Fallung nicht so 
vollstandig. Durch die Fallung erklairt sich das triibe opake Aussehen. 
Die Zeit des Starreeintritts variiert beim Kaninchen zwischen % bis 2 oder 
31/, Stunden, eine GesetzmaBigkeit in der Eintrittszeit ist bei dieser Versuchs- 
anordnung nicht zu erkennen. 
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Muskel Roter Muskel 


Bemerkungen 


Extrahier- 
bares 
Eiweifs 
Milchsaure- 
gehalt 
Aciditat 
Alkaleszenz 
Pufferungs- 
breite 
Index 
Extrahier- 
bares 
LKiweif 
Milchsaure- 
gehalt 
Zeit des 
Starreein- 
tritts nach 
dem Tode 


1.86 0,6945'0,6452 54,66 28,66 83.32 1,90 0,6066 03937 

7.14 0,0386'0,6965 66,66 9,33 75,99 7,14 0.0373 0.6262 

1.39 0.7493 0.3767 44,00 36,00 80,00 1,22 0.7049 0.2546 

10.00 0,0000.0.7348 57,33 13,33 70,66 4.30 0.0947 0.5485 

1.11 1.0453 0.2794 41.33 40,00 81.33 1.03 1.0066 0.2199 

5.77 0.0000 0.7504 62,66 14,66 77,32 4,27 0,0626 0.5641 

1.18 — (03519 43,33 46,66 89,990.93 — 01945 

5,91 0.7555 66,66 24,00 90.66 2.77 — 04181 

1,74 0,4053 0.4222 48,66 36,66 85,32 1,32 0,8346 0,2628 ‘ 

6.00. 0,0000 0,6520 68,66 18,66 87,32 3,67 0,03887 0.6189 py wei Chinhydronelektrode 
zwischen 5,99 u.6,11, poy rot 


4.83 0.0000 0.6479 62.66 24.00 86.66 2.61 0.4170 0.4119 a 
a | Chinhydronelektrode zwisch 
6,21 und 6,43 

1.19 1.1706 0.2856 44,66 45,33 89,99 0,98 0.8746 0.2235 
4.53 0,0000 0.6996 62,66 19,33'81.99 3.24 0.2053 0.5485 
1,40 0,8130 0.3935 46,10 38,88 84,98 1,23 0,8053 0,2581 
6.31 0,0064 0.7052 63.89 17,61 81,50 4,00 0.1426 0,5337 

*) Gestorben an einer Darm- 


1.55 0,5900 0.2322 61,00 33,00 94,00 1,84 0,3450 0,2291 stérung. Die Sektion ergab 
ein Fettdepot im Nacken 


Roter und weifer Muskel. 


Bekanntlich besteht die Skelettmuskulatur des Kaninchens aus zwei 
durch das Aussehen leicht erkennbaren Spielarten. Der weibe Muskel vermag 
rascher und mehr Milchséure zu bilden (Tabelle I) als der rote. Daher wird 
der weiBe auch der flinkere genannt, gegeniiber dem ausdauernden, kern- 
reichen roten. Die Ubergangsstufen, d. h. die blassen Muskel wurden 
tunlichst von der Untersuchung ausgeschaltet und nur weibe oder rote 
ausgewahlit. Aus den Mittelzahlen der Tabelle ist ersichtlich, daB der weiBe 
Muskel innerhalb 24 Stunden nach dem Tode 0,7052 Proz. Milchséiure zu 
produzieren vermag, waihrend der rote nur 0,5337 Proz. enthielt. Dem- 
entsprechend war der Index bsim weiBen 6,31 gegeniiber 4,00 beim roten. 
Der Gehalt des frischen Muskels mit 0,3935 beim weiBen und 0,2581 Proz. 
beim roten ist verglichen mit den Verhaltnissen beim ruhenden glykogen- 
armen Muskel sicherlich zu hoch, weil vom Moment des Todes bis zur Zer- 
storung der Fermente durch das kochendeWasser etwa 10 Minuten verstreichen 
(Naheres siehe unter Methodik). Auch in der H’-Konzentration des Extrakts 
(24 Stunden nach dem Tode) 146t sich ein Unterschied, wenn auch ein 
geringer, zwischen rotem und weiBem Muskel wahrnehmen. Beim weiBen 
schwankte py an der Chinhydronelektrode gemessen zwischen 5,99 
bis 6,11, war somit, gegeniiber 6,23 bis 6,43 beim roten, etwas saurer als 
der letztere. Die wahrem Werte der innerhalb des Muskels herrschenden 
H’-Konzentration stellen diese Zahlen nicht dar, weil beim Kochen 
Umsetzungen und CO,-Verluste stattfinden kénnen, aber sie entfernen 
sich nicht allzuweit von der Wirklichkeit, denn nach intensiver Tatigkeit 
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wurden im lebenden Muskel H’-Konzentrationen von pq = 6,6 bis 6,7*) 
gemessen. 

Unsere Messungen der H’-Konzentrationen im Extrakt deuten zwar 
bestehende Unterschiede an, aber die Differenzen kommen doch viel deut- 
licher in den oben angefiihrten Milchsiurewerten und Indexzahlen zum 
Vorschein. 

Der Gehalt an EiweiB im Extrakt ist bei beiden Spielarten direkt 
nach dem Tode mit 0,8130 Proz. wei8 und 0,8053 Proz. rot ungefahr gleich, 
er geht beim weiGBen auf nahezu Null (0,0064 Proz.) beim roten auf 0,1426 Proz. 
zuriick, ganz entsprechend dem angefiihrten Milchséurebildungsvermégen. 

Die Summe von Alkaleszenz + Aciditét, ausgedriickt in Kubikzenti- 
metern n/10 Séure + n/10 Alkali pro 100g Muskel habe ich gemeinsam mit 
Fahriq als Pufferungsbreite*) bezeichnet. Hierdurch soll ausgedriickt sein, 
innerhalb welcher Grenzen die Menge der alkalischen und sauren Bestandteile 
eines Gewebes schwanken kann, ohne da8 sein amphoterer Charakter verloren 
geht. Man sollte deshalb erwarten, daB diese beim frischen Muskel die 
gleiche ist wie beim totenstarren (siehe Tabelle I). Tatsachlich bestehen 
aber Unterschiede, wie z. B. weiBer Muskel, frisch, 97,54 cem gegeniiber 
90,78 cem nach 24 Stunden und rot 84,98 ccm, frisch, zu 81,50 cem nach 
24 Stunden. Diese Differenz kann man auf zweierlei Ursachen zuriickfiihren : 
Der Extrakt des frischen Muskels enthalt mehr EiweiBkérper als der nach 
24 Stunden. Bekanntlich vermégen die Eiwei8substanzen etwas Séure 
sowohl wie Alkali zu binden, was bei der Titration zur Auswirkung kommt, 
und dann fehlt im Extrakt des totenstarren Muskels das Saéureaquivalent 
der im Muskel ausgefallenen sauren EiweiBkomponente. 

Wenn wir uns weiter die Frage vorlegen, weshalb der weiBe Muskel 
befahigt ist, mehr und rascher Milchséiure zu bilden als der rote, so gibt 
uns hieriiber auch die Tabelle I AufschluB: Die GréBe der Milchséure- 
produktion eines Gewebes ist weitgehend abhingig von der GréBe der 
Pufferung (Pufferungsbreite a. a. O.). Diese betrigt beirh weilien Muskel 
24 Stunden p.m. 90,78 cem, beim roten 81,50 cem. Sie ist demnach beim 
weiBen erheblich gréBer. Der Grund, warum eine bessere Pufferung 
eine gréBere Milchséureproduktion zulaBt, ist leicht verstandlich. Nach 
Warburg*) wird die Tatigkeit der milchsiurebildenden Fermente bei einer 
H’-Konzentration von py = 6,0 gehemmt, d. h. wenn die sauren Bestandteile 
gegeniiber den alkalischen zugenommen haben, tritt bei einem bestimmten 
Zeitpunkt, der sich besser durch den Index ausdriicken lieBe, die Hemmung 
ein. Wenn nun im weiBen Muskel von vornherein eine gréBere Alkaleszenz 
vorhanden ist, so kann sich natiirlich auch mehr Milchsdure bilden, bevor 
die Hemmung eintritt. 


Il. Die alkalische oder Erschiépfungs-Totenstarre des glykogenarmen Muskels. 

Wenn die Glykogenvorrite des Muskels nahezu vollkommen 
erschépft sind, so muB die Herz- und Atmungstitigkeit aus Mangel 
an Energiemateria] aussetzen, es tritt der Erschépfungstod ein. Infolge 


1) H. Schade, P. Neukirch und H. Halpert, Zeitschr. f. d. ges. exper. 
Med. 24, 11, 1921. 

2) C. Fahrig, Uber den Kohlehydratumsatz der Geschwiilste und ihrer 
normalen Vergleichsgewebe usw. Habilitationsschrift Miinchen 1927. 

3) O. Warburg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
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des Kohlehydratmangels wird sich auch nur eine geringe Milchséure- 
menge bilden kénnen. Trotzdem sind diese sparlichen Mengen (Zuwachs 
beim Hungermuskel 24 Stunden p. m. etwa 0,03 Proz., bei einem 
Gesamtmilchsauregehalt von 0,04 Proz.) (s. Tabelle II) hinreichend, 
um eine kriaftige Starre einzuleiten, die allerdings von kiirzerer Dauer 
ist als die saure. Sie beginnt sich bei Zimmertemperatur nach etwa 
24 Stunden langsam zu lésen. 

Hieraus ist ersichtlich, dab es im Tierexperiment gelingen muB, 
immer dann eine alkalische Starre zu erzeugen, wenn man das Tier 
erschépft, d. h. glykogenarm macht. Die Ursache, warum der Muskel 
in diesem Falle nach dem Tode alkalisch bleibt, ist leicht ersichtlich 
Gleich dem ruhenden glykogenhaltigen Muskel] ist auch der ruhende 
(frische) glykogenarme Muskel alkalisch (Index 0,47). Wenn aus 
Glykogenmangel nur wenig Milchsiuce entstehen kann, wird die 
alkalische Reaktion zwar etwas nach der sauren Seite verschoben 
werden, aber im wesentlichen wird der Muskel doch alkalisch (Index 
0,56) bleiben. Auf ein Uberwiegen der oxybiotischen Vorgiinge, wie 
wir dies friiher beim Insulin') annahmen, wird man die alkalische 
Reaktion beim Erschépfungstod im allgemeinen nicht zuriickfiihren 
kénnen. Um die Glykogenvorrite zu erschépfen, sind zwei Wege 
denkbar: 

1. Exzessive Beanspruchung durch Arbeit, Warmeentzug, Fieber, 

Krampfgifte und Bakterientoxine. 

2. Ungeniigende Kohlehydratzufuhr bei Hunger und Insulin und 

langwierigen Krankheiten, 

Die Entglykogenisierung des Muskels durch forcierte Arbeit ist bei 
gut genahrten Tieren schwer erreichbar, denn die Umwandlung des Depot- 
fettes (und EiweiBes) in Kohlehydrat erfolgt sehr rasch, und schlieBlich 
setzen Ermiidungsstoffe der Muskeltatigkeit ein Ende, ohne daB die 
Glykogenvorriite vollkommen erschépft. zu sein brauchen, da ja immer 
noch Depotfett geniigend zur Verfiigung steht. Viel wirkungsvoller sind 
in dieser Hinsicht Krampfgifte wie Strychnin. Selbstredend gelingt es durch 
Hunger*),immer, die; Glykogendepots zu leerey, doch miissen vorher die 
Fettdepots restlos aufgebraucht sein. Viel rascher als Hunger wirken aber 
subkutane Insulininjektionen*), besonders wenn die Kaninchen vorher 
4 bis 5 Tage gehungert haben. Infektionskrankheiten kénnen die Ent- 
glykogenisierung auf dreierlei Weise einleiten: Einmal kénnen Toxine, 
wie bei Tetanus und Cholera, zu heftigen Kriampfen AnlaB geben, dann kann 
erhéhte Kérpertemperatur einen vermehrten Kohlehydratverbrauch be 
dingen, und schlieBlich kann die Nahrungsaufnahme eingeschrankt bzw. die 
Verdauung gestért sein. 


1) Baur, Kuhn, Wacker, a.a.O. 

*) Aldehoff, Zeitschr. f Biol. 25, 137, 1889; Kiilz, Festschrift auf 
Ludwig. Marburg 1890. 

3) Staub, ,,Insulin“, 8.58 (Verlag Springer, 1925). Dort weitere 
Literatur. H. Edelmann, Zieglers Beitr. 75, 589, 1926. 
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Tabelle @ II. 





e Weiber Musk 
fac Ges Zeit der = 
Art und Rasse fe End» Wichts- Unters ~- PS z 
Nr Datum des Todesart nwt gewicht b+ suchung 3 4 Ze 
Versuchstieres tates nahme nach dem 3 & ="s 
Tode 3 Ss P#- 
8 g Proz ’ 7 2 
3. XI. 1926 Hund oc’. aa 10100 Hinterbein 
’ ro _ nec ofort 
rauhh. Fox Ermiidung o4 Std 
Vorderbein 
17 Std. 
26 16. X. 1926 Kaninchen, Vergift - 2480 _ sofort 42,00 55.33 97.3 
Schwarzloh *!: Strych- 24 Std. 48,00 49.33 97.8 
37 14. Xl. 1926 Albino- ebenso 2260 sofort 35.33 56.00 415 
j 16. XII. 1926 kaninchen 1860 17,8 24 Std. 45.33 50,00 95, 
S 17. XI. 1925 Schwarzes Insulin, 2560 sofort 39.71 60,99 100.7 
Kaninchen 440? 24 Std. 47.94 57.53 105.4 
schlag 
36 «14. XII. 1926 Graues 4 Tage 3300 | 2980 99 ca. 26Std. 32.66 58.66 913 
Kaninchen —— 
13 0 B.S. 1926 Gelbes Hunger 2060 sofort 35,66 64,68 100.5 
16. Ill. 1926 Kaninchen 800 61.1 24 Std. 39,74 61,62 101.3 
10 24. XI. bis Kaninchen, e 1870 sofort 28.00 68.00 96.0 
9. XII. 1925 Schwarzloh 1130 49.5 24 Std. 30.66 58.66 89.3 
11 31. XU. 1925 Kaninchen, i 1890 sofort 31.40 69.42 LOOS 
bis 26. 1. 1926 Schwarzloh 910 51.8 24 Std. 33.54 67.09 100.6 
IS 10. VI. bis Graues - 3449 1850 46,2 44 Std. 39,67 53,33 84.0) 
10. VII. 1926 Kaninchen 
19 10. VI. bis Schwarzes . 3550 1520 57,2) ca. 12 Std. 35.33 62,00 97 3: 
27. VIL. 1926 Kaninchen 
Mittelzahlen aus Hungerkaninchen Nr. 13 
sofort |! 31,69 (6742 ° 99,11 
12-24 Std., 33.98 | 60.54 94.52 
*) 0,21 Proz Glykogen. — *) 19,9 mg-Proz. Milchsaure im Blut. — +) 0,01 Proz. Glykogen. — ++) Nach 4 Tager 
Die charakteristische Erscheinung des Erschépfungstodes — in 
jeder Form — ist der rasche Starreeintritt. Auch wenn der Tod ‘ 


unter Krampfen erfolgt, ist nach dem Aufhéren der Blutzirkula- 
tion eine Erschlaffung der Muskulatur die Regel. Wire es méglich, 
dieses, wenn auch kurze Erschlaffungsintervall ganz auszuschalten, 
so wire die kataleptische Totenstarre der Erschépfungstotenstarre 
zuzurechnen. 


Zinstweilen halte ich dies iiberhaupt fiir ,,theoretisch“* unmédglich, 
weil Kontraktion und Erschlaffung unter EinfluB des Nervensystems 


stehen. 
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Il 
Muskel ' Roter Muskel 
x . Zeit des H-lonenkonzen 
z. . . b ~ os by) . -f . St . tration 
fe |» | £¢6| 35 8 S #2 x» EES SE  cintritts des Extrakts 
— .) "2S = & = 3 2 a) wz 4 = : nach dem und 
$s qo ("™== : 3 : 25 & = Tode Verschiedenes 
é Proz Proz z = Proz Proz 
30,00 50,67 80,67 0,59 2.2613 0,0962 
72.00 24,00 96,00 3,00 0,1396'0,5278 n.' oh 
47,33 32,67 80,00 1,44 1,2680 0.2214 22 
97.33 0,76 1.5627 0.1479 40,67 50,00 90,67 0.81 1.4455 0,1169 j 
97.33 0,97 1.4360 0.1573 51,33 45,33 96.66 1.13 1.3627 0.1674 a 
91.33 0,63 1.8533 0.0227 34.00 49.38 83.33 0,69 1.6493 0.0186 
95,33 0,90 1,5826 0,0921 39.33 44,00 83,33 0,89 1,5013 0,0719 3 
100.70 0,65 1.4099 0.0823 36.98 50,00 86,98 0.74 1.2726 0.1857 
105.47 0,83 1.3575 0,1029 49,31 50,00 99.31 0.98 1,0027 | 0.1967 21’ 
. 
91.32 0.55 1.7866 0.0382 40,00 48,00 88.00 0.83 1.6920 0.0765 unbek. iT) 
100,52 0.55 1.2940 0.0136 37.46 61.62 99,08 0,60 1.3005 0.0229 
101.36 0,64 1.2794 0.0374 39,74 56,77 96.51 0,70 1,2016 0.0452 15 
96.00 0.41 1.6666 0.0131 29.33 65.33 94,66 0.44 1.7786 0.0131 
89.32 0.52 1.1826 0.0203 30,66 58,66 89.32 0,52 1.1093 0.0387 12 
100,82 0.45 1.6479 0.0100 39.35 66,96 97.31 0,45 1.7284 '0,0114 
100,63 0,49 1,6246 0,0282 35,14 62,17 97,31 0,56 1.7188 0.0279 2’ 
84.00 0.57 1.2040 0.0533 31.33 46,00 77,33 0.68 1.2386 0.0459 10’ WeiB: Py — 7.14 
Calomelelektr., 7.10 
Chinhydronelektr 
Rot: 7,04 
97,33 0,57 60,9933 0,0786 32,00) 58,00 99,000.55 0,9393 0.0745  unbek. | Weib: py 7,145 
Chinhydronelektr 
Rot: 7,06 desg! 
Nr. 13, 10, 11, 18, 19. 
99.11 0,47 1,5361)| 0.0122) 32,38 64,63 97,01 0,49) 1,6025 0.0158 
94.52 0.56 1.2567 | 0,0435 33.77 56.33 90,10 0,60) 1.2415 0.0462 
4 Tagen Hunger 10 L-E. Starb in der Nacht 


Entsprechend den geringen Milchsaiurewerten ') (weib sofort 0,0122 Proz.. 
0.0435 Proz.; rot sofort 0.0158 Proz. und 0,0462 Proz. 


nach 24 Stunden p. m. 
24 Stunden p. m.) ist 
Tode 0,47 und nach 


der 
24 Stunden 


Index beim 
0.56, 


weiben 
beim 


Muskel gleich nach dem 
roten 0,47 und 0,49. Der 


groBe Unterschied in der Milchséiureproduktion des weiben und roten 
Muskels ist demgema8 bei der alkalischen 
durch das Erschépfen der Glykogenvorriate in beiden Muskelarten leicht 


verstandlich ist. 


1) Diese Zahlen 
Sie stellen die niedrigsten Ergebnisse dar, weil im Hungertod die Entglyko- 


beziehen 


sich 


genisierung am vollkommensten ist. 


auf 


Starre verschwunden, was ja 


Mittelwerte des Hungermuskels. 








202 L. Wacker: 


Die H’-Konzentration des Extrakts gemessen an der Chinhydron- 
elektrode — ist beim weiBen Muskel mit pq = 7,10, beim roten mit 7,06 
bestimmt worden. Eine Anna&herung an den ruhenden Muskel zeigt sich 
bei der alkalischen Starre in dem hohen Gehalt des Extrakts an Alkali- 
albuminaten. Er ist héher als beim glykogenhaltigen Muskel (iiber die 
Griinde siehe unter Methodik). Die Menge der bei der Neutralisation mit 
Salzsiure fallbaren EiweiBkomponente betraigt fiir den frischen weiben 
Hungermuskel 1,53 Proz. und nach 24 Stunden 1,25 Proz., beim roten 
1,60 bzw. 1,24 Proz. Bei einem Trockengehalt von 24 Proz. des Kaninchen- 
muskels ergibt sich hieraus, da8 der frische Hungermuskel des Kaninchens 
6.3 bis 6,6 Proz. EiweiB an Alkali gebunden erhalt und nach Eintritt der 
Starre (24 Stunden p. m.) nur etwa 5,2 Proz. 

Es macht sich demnach auch im erschépften Muskel eine Verminderung 
des EiweiSgehaltes im Extrakt bemerkbar, wenn er auch viel geringer ist, 
als bei der sauren Starre. Ein prinzipieller Unterschied zwischen saurer 
und alkalischer Starre existiert somit auch hierin nicht. 

Die bessere Pufferung des weiBen Muskels gegeniiber dem roten laBt 
sich auch beim erschépften Muskel verfolgen. (Tabelle II, Versuch 10, 
11 und 13.) . 

Experimentell kann man die alkalische Starre durch Erschépfung 


in der oben angegebenen Weise erzeugen: 


I. Entglykogenisierung des Muskels durch raschen Glykogenverbrauch. 
a) Durch exzessive Arbeitsleistung. 


Als Versuchstier diente ein 9 Monate alter miinnlicher, rauhhaariger 
Fox im Gewicht von 10,1 kg. Er wurde zuerst einige Tage bei normaler 
Fiitterung auf seinen Gesundheitszustand gepriift und an das Laufen in 
einer Lauftrommel gewéhnt. Die Holztrommel besa8 einen Umfang von 
5m, war seitlich teilweise durch Glas und teilweise behufs Ventilation 
durch Drahtnetze geschlossen und mit einer Tiir versehen. Der Antrieb 
geschah durch einen Lederriemen iiber ein Vorgelege durch einen Motor. 
Die Umdrehungszahl war so reguliert, da8 die Trommel in der Minute 
18 Umdrehungen, der Hund also pro Stunde etwa 5,4 km laufen muBte. 
Um ein Wundlaufen der FiiBe auf dem Holzboden der Trommel zu verhindern, 
wurden sie mit Lappen umwickelt. Am Vortage erhielt das Tier nur eine 
geringe Menge Fleisch und muBte 4 Stunden laufen. Am Versuchstage 
selbst wurde er um 4 Uhr 20 Minuten friih in die Trommel gebracht 
und lief ununterbrochen bis 5 Uhr 20 Minuten nachmittags, also 13 Stunden 
= 70km mit zwei kurzen Pausen zur Verabreichung von Trinkwasser. 
Hierauf wurde er herausgenommen und médglichst rasch dureh Durch- 
schneidung der beiden Carotiden mit einem Sektionsmesser entblutet. 
Beim Herausnehmen zeigte sich der Hund zwar sehr miide, aber eine voll- 
kommene Erschépfung war keineswegs zu bemerken. 

Die Totenstarre trat an den Vorderbeinen schon nach 22 Minuten, 
an den hinteren Extremitaten erst nach 30 Minuten ein; diesem Befunde 
entsprechen auch die chemischen Untersuchungen der Muskeln. Bei den 
Vorderbeinen war der Index 1,44 mit einer Milchséurebildung von 0,2214 Proz. 
verhaltnismaiBig gering und der Erschépfung naher als bei den Muskeln 
der Hinterbeine, die bei einem Index von 3,00 noch 0,5278 Proz. Milchséure 
zu bilden vermochten, also noch vollkommen sauer waren. Der Glykogen- 
gehalt der hinteren Muskel sofort nach dem Tode war mit 0,21 Proz. noch 
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sehr hoch. Der Milchsdiuregehalt des Blutes betrug 19.9 mg-Proz. Aus dem 
Verhalten der Muskeln der Vorderbeine ist ersichtlich, daB auf diese Weise 
eine alkalische Starre erreicht werden kénnte, wenn man das Tier vor dem 
Versuch einige Tage hungern lassen und die Laufperiode verlangern wiirde. 
Ich habe einstweilen aus Humanitaétsgriinden auf weitere diesbeziigliche 
Versuche verzichtet, weil ich glaube, eine hinreichende Beweisfiihrung durch 
die folgenden Strychninversuche gebracht zu haben. 


b) Eniglykogenisierung des Kaninchenmuskels durch kleine Strychninmengen. 

Zur Entglykogenisierung wurden die Methoden von Kiilz') bzw. 
Frentzel?) und Simon®*) eingeschlagen. 

In zwei Versuchen zeigte sich, da& sich Kaninchen je nach Rasse und 
Ernahrungszustand gegen wiederholte Injektionen von 1 cem einer 0,01- 
bis 0,02 proz. Strychninlésung nach vorangegangenem zweitagigen Hungern 
recht verschiceden verhalten. Bei dem Kaninchen Nr. 26 der ,,Schwarzloh*‘ 
Rasse zog sich der Versuch 3 Tage lang hin, und es waren 62 Injektionen 
erforderlich, waihrend das Albinokaninchen Nr. 37 schon am zweiten In- 
jektionstage nach 29 Injektionen viel griindlicher entglykogenisiert war 
als Nr. 26. Der Starreeintritt erfolgte beim Tier Nr. 26 nach 5 und bei 
Nr. 37 nach 3 Minuten. Die Analyse ergab alle Anhaltspunkte fiir eine 
typische Erschépfungs-Totenstarre (siehe Tabelle I1). 

In ahnlicher Weise wie durch Strychnin laBt sich nach Lee und Harold *) 
durch Phlorrhizin eine friihe Totenstarre einleiten, die auf Kohlehydrat- 
entzug beruht und wie jede friihe Starre zur alkalischen Reihe gehdért. 


Il. Entglykogenisierung des Muskels durch Nahrungsentzug. 


a) Bei Krankheit. 

Nach lang anhaltenden Erkrankungen*) mit unzureichender Nahrungs- 
zufuhr schwindet das Glykogen im Muskel und es tritt die alkalische Starre 
ein. Uber den raschen Eintritt der Starre bei erschépfenden Krankheiten 
berichtet Fodéré*) ,.Wir sehen Leute, die plétzlich an einer inneren Blutung 
oder an dem Aufbrechen eines Lungengeschwiirs sterben, augenblicklich 
eine extreme Starre bekommen, die sie auf dem Stuhle, wo sie gestorben 
sind, sich sitzend halten laBt, als wenn sie nicht tot waren". 


b) Durch Insulin. 
Ich kann hier auf die friiheren Mitteilungen aus unserem Laboratorium *) 
verweisen, doch méchte ich itiber die Wirkung des Pankreashormons noch 


folgendes bemerken: 


1) O. Newbauer iin Handb. d. biochem. Arbeitsrmethod. 4, 9, 601. 

*) Frentzel, Arch. f. d. ges. Physiol. 56, 273, 1894. 

3) O. Simon, Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 315, 1902. 

4) Lee und Harold, Arch. ital. de biol. 36, 75, 1901; zitiert nach 
O. Riesser, Handb. d. Physiol. 8, 1, 248. 

5) Oppenheim und Wacker, a. a. O.; Wacker, Arch. f. d. ges. Physiol. 
174 (1919), S. 432 unter 6. 

6) Fodéré, Lehrb. d. gerichtl. Med. 2. In etwas mangelhafter Uber 
setzung wo6rtlich zitiert nach Baumann, Zeitschr. f. gerichtl Med. 
1923, S. 655. 

7) H. Baur, R. Kuhn, L. Wacker, a. a. O.: R. Kuhn und H. Baur, 
Miinch. med. Wochenschr. 1924, Nr. 17, 8. 541. 
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Tétet man ein Kaninchen nach fiinftaégigem Hunger (Versuch 23, 
Tabelle I). so ist der Muskel stark sauer. Stirbt ein Kaninchen am 39. Hunger- 
tage an einer interkurrenten Darmstérung (Versuch 12, Tabelle I) und ergibt 
die Sektion noch ein Fettdepot (am Nacken), so entsteht trotz der langen 
Hungerperiode noch eine suure Starre, wenn auch nicht so sauer wie bei 
Versuch 23. Es wird demnach im Hunger so lange noch Fett verfiigbar ist, 
aus diesem das Kohlehydrat erzeugt, welches als Milchséurequelle erforderlich 
ist. Tétet man aber ein Kaninchen am fiinften Hungertage durch Injektion 
von 10 bis 20 Insulineinheiten, so resultiert eine ausgesprochene alkalische 
Starre, weil trotz der Anwesenheit eines reichlichen Fettdepots dem Muskel 
kein Kohlehydrat zugefiihrt wurde. 

Diese Ergebnisse sprechen sehr im Sinne Laufenbergers'), daB das 
Insulin die Kohlehydratbildung oder vielleicht besser den Fettabbau 
blockiert, und stehen ganz im Einklang mit dem nachgewiesenen Glykogen- 
schwund?) im Muskel unter InsulineinfluB und der therapeutischen Ver- 
wendung des Insulins zu Mastkuren. Neuere Untersuchungen von H. Edel- 
mann (a. a. O.), Bissinger und Lesser*), Best und Mitarbeiter lassen 
jedoch zweifellos erkennen, daB geringe Insulinmengen gerade die um- 
gekehrte Wirkung auszuiiben vermégen; sie kénnen Glvkogen im Muskel 
speichern. Die von uns verwendeten Insulinmengen sind sehr hoch 
dosiert, weil sie den Tod herbeifiihren sollen. MaBgebend fiir die eigent- 
liche Hormonwirkung werden natiirlich nur solche Mengen sein, welche 
den intra vitam vorkommenden Verhaltnissen am niachsten kommen. 

Auf ahnlicher Basis, wie durch Insulin, ist auch mit Synthalin, einem 
neuen Antidiabeticum, eine alkalische Totenstarre zu erreichen ‘*). 


c) Durch Hunger. 


Die Méglichkeit, dem Muskel das Glykogen durch Hunger zu entziehen, 
ist seit langer Zeit bekannt (a. a. O.), ebenso wie die Existenz der alkalischen 
Starre (Kiihne, a. a. O.). Kiihne wurde durch die unerwartete alkalische 
Reaktion irregefiihrt und glaubte, daB Saéuerung und Starre voneinander 
unabhingige Prozesse sind (Kiihnes physiol. Chem., 8. 285), da ihm die 
Méglichkeit des Nachweises geringer Milchsiéuremengen fehlite. Erst in 
unserem Laboratorium (1. c.) wurde der Beweis erbracht, daGB auch bei 
der alkalischen Starre die Milchséure das ‘ursichliche Moment ist. 

Die Hungerversuche wurden ausschlieBlich an Kaninchen vorgenommen. 
Die mehr oder weniger gut genahrten Tiere starben nach 15 bis 48 Hunger- 
tagen (im Mittel nach 32 Tagen) und verloren 46 bis 61 Proz. (im Mittel 
53,1 Proz.) ihres urspriinglichen Gewichts, dabei erfolgte der Tod unter 
ahnlichen, wenn auch schwacheren opisthotonuséhnlichen Krampfen wie 
beim Insulintod. Beim Hungern nehmen die weiBen Muskeln eine rétere 
Farbung an, so da8 es oft schwer ist, die friiher weiBen Muske!ln wiederum 
herauszufinden. 


1) Laufenberger, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 42, 570, 1924; Klin. 
Wochenschr. 3, 264, 1924. 

2) Staub, .,Insulin“, a. a. O. 

3) Bissinger und Lesser, Best und Mitarbeiter, Naturwissensch. 1926, 
Nr. 46, 8. 1020. 

*) H. Baur, Vortrag in der Sitzung vom 28. Januar 1927 des arztlichen 
Vereins Miinchen; Frank, Nothmann, Wagner, Klin. Wochenschr. 1926, 
Nr. 45, S. 2100; Minkowski, ebendaselbst 1926, Nr. 45, S. 2107. 
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Hungeracidose. Bekanntlich stellt sich im Hunger, wenn der Energie- 
bedarf ausschlieBlich durch Fett bestritten wird, eine Acidosis ein. Diese 
Erscheinung steht in scheinbarem Widerspruch zur alkalischen Reaktion 
der Muskeln nach dem Hungertode. Die Acidosis wird jedoch nur so lange 
bestehen, als noch Fett abgebaut werden kann, ist dieses aufgezehrt, so 
versiegt die Quelle der Ketonséiuren und der Rest derselben wird — ebenso 
wie das Lactat —- zu Alkalibicarbonat oxydiert. Dann ist der Zeitpunkt 
des primortalen EiweiBabbaues gekommen, der unter Desamidierung von 
Aminoséuren verlauft. 


Unterscheidungsmerkmale der sauren und alkalischen Totenstarre. 

Die wesentlichsten Unterschiede liegen natiirlich im Glykogen- 
gehalt der Muskeln im Moment des Todes und in dem Vermégen der 
Produktion groBer oder geringer Mengen von Milchsaure, Verhaltnisse, die 
ja den Ausgangspunkt dieser Untersuchungen bilden. Von der Menge 
der gebildeten Milchsaure sind die anderen chemischen Eigenschaften 
abhangig, wie sie in Tabellen Il] und [V zum Ausdruck kommen. 


Im weiBen glykogenhaltigen Kaninchenmuskel wurden 24 Stunden p. m. 
im Mittel 0,705 Proz., im roten 0,533 Proz. Milchséure (als Lactat) ermittelt, 
wahrend der entsprechende Muskel der Hungertiere nur 0,043 bzw. 0,046 Proz. 
dieser Saéure enthielt. Der weiBe Muskel enthalt demnach in der sauren 
Starre, 24 Stunden p. m., 16,4mal mehr, der rote 11,5mal mehr Milchsaéure 
als der entsprechende Muskel nach dem Hungertode. Dieser groBe Unter- 
schied kommt in gleicher Weise in den Indexzahlen zum Ausdruck. Wahrend 
beim weiBen glykogenhaltigen Muskel in der Starre die sauren Valenzen 
das 6,3fache, beim roten das 4,0fache der alkalischen Bestandteile betragen, 
iiberwiegen im Hunger die alkalischen die sauren beinahe um das Doppelte 
(0,56 weiB und 0,60 rot). Viel weniger deutlich sind diese Verinderungen 
an der H'-Konzentration des Muskelextraktes zu erkennen, weil die Pufferung 
groBe Ausschlige verhindert. So betragt bei der sauren Starre des weiSen 


Muskels py 5,99 bis 6,11 gegeniiber 7,10 im Hunger. und beim roten 
6.21 bis 6,43 bzw. 7,04. Nach HY. Schade und Mitarbeitern (a. a. O.) ist die 
H’-Konzentration des lebenden ruhenden Muskels py 7,3, die des er- 


miideten 6,6 bis 6,7. Auch hieraus ist wiederum die Ahnlichkeit zwischen 
dem Muskel der alkalischen Starre mit dem frischen normalen Muskel zu 
erkennen. Die Alkaleszenz des Hungermuskels nach dem Starreeintritt 
nach 24 Stunden p. m. ist mit einem Index von 0,56 bzw. 0,60 allerdings 
niedriger als die des normalen frischen Muskels sofort bzw. 10 Minuten nach 
dem Tode (Index 1,23 bis 1,40). Dies entspricht nicht den normalen Ver- 
haltnissen im Augenblick des Todes. Die Griinde hierfiir wurden schon 
friiher und unter Methodik erlautert. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal 
zwischen alkalischer und saurer Starre ist das Verhalten der Alkalialbuminate 
(Alkaliproteine). Durch die groBe Milchsiureproduktion wurden in einem 
Falle die an Alkali gebundenen EiweiBkérper im Muskel niedergeschlagen 
und kénnen daher bei der Extraktion nicht in Lésung gehen, im anderen 
Falle beim frischen normalen und beim Hungermuskel reicht die geringe 
Milchséuremenge zur Zerlegung nicht aus und wir finden die Albuminate in 
reichlicher Menge im Extrakt. Es stehen demgemaéi8 nach Tabelle [II 
0,006 bzw. 0,140 Proz. Albuminateiwei8 bei der sauren Form, 1,256 und 
1,241] Proz. der alkalischen Starre gegeniiber. Im frischen normalen Muskel 
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ist der Gehalt mit 0,813 bzw. 0,805 Proz. aus erwahnten Griinden etwas 
niedriger. 

Aus einem Geha!t an Albuminateiwei$ des frischen weiBen Hunger- 
muskels von 1,536 und 1,602 Proz. beim roten ergibt sich bei einem Trocken- 
gehalt von 24 Proz. des Kaninchenmuskels, daB die Eiweiikomponente 
(ohne das zugehérige Alkali) etwa 6,5 Proz. des Gesamtmuskelgewichts 
ausmacht, wovon nach Eintritt der alkalischen Starre noch etwa 5,1 Proz. 
an Alkali gebunden ist, wiahrend sich bei der sauren Starre nur noch 
Bruchstiicke in ionisiertem Zustande vorfinden. Dieser hohe Gehalt 
an ionisiertem EiweiB bei der Erschépfungstotenstarre mag die Ursache 
sein, weshalb sich die alkalische Starre rascher lést als die saure. 

Die graphische Darstellung in Tabelle 1V bezieht sich auf die mittleren 
Werte von Alkaleszenz, Aciditat und Milchsaéurebildung, ausgedriickt in 
n/10 Alkali bzw. Saéure 24 Stunden nach dem Tode im weiBen und roten 
Kaninchenmuskel. Die an Alkali gebundenen Eiwei®Bkérper sind nicht 
direkt mit den obigen GréBenverhiltnissen vergleichbar. 1 mm entspricht 
0,01 g EiweiB trocken. 

Wie erwabnt, ist der Zustand des Muskels in der alkalischen Starre 
jenem des iiberlebenden frischen Muskels ahnlich. Wenn man die Siure- 
bildung, wie dies allgemein geschieht, als die treibende Kraft zur Starre- 
kontraktur auffaBt, sollte man erwarten, daB bei vorwiegender alkalischer 
Reaktion keine Totenstarre méglich ist, weil der frische Muskel auch nicht 
kontrahiert ist und erst erstarrt, wenn die alkalische Reaktion der sauren 
Platz gemacht hat. Beispielsweise ist der frische, iiberlebende, weiBe Muskel 
gemaB Tabelle I bei einem Index von 1,4 und einem Milchsiéuregehalt von 
0,39 Proz. noch nicht in den Starrezustand iibergegangen, wahrend nach 
Tabelle II der weiBe Hungermuskel bei einem Index von 0,56 und einem 
Saéuregehalt 0,04 Proz., d. h. bei annihernd dem zehnten Teil der Saure, 
sich seit 24 Stunden in Starre befand. Man mu daher aus der Existenz 
einer alkalischen Starrekontraktur den SchluB ziehen, da®B die alkalischen 
Valenzen allein nicht die Ursache der Reversion der Muskelkontraktion 
sein kénnen. Es miissen fiir die Riickkehr in den Erschlaffungszustand 
noch andere Faktoren in Frage kommen, auf die ich in einer spateren 
Mitteilung zuriickzukommen hoffe’). 

4 


Die Alkalialbuminate (Alkaliproteine) des Muskels. 


Hammarsten®) schreibt in seinem Lehrbuch 8. 411:*..Die Lehre 
von den EiweiBstoffen des Muskels, des lebenden sowohl] wie des toten, 
ist sehr unklar und weiterer Forschung bediirftig. Auch die Nomen- 
klatur ist eine sehr verwickelte geworden.“‘ Was fiir die MuskeleiweiB- 
kérper im allgemeinen gilt, trifft in hohem MaBe auch fiir die Alkali- 
albuminate zu. Letztere spielen als Puffersubstanzen neben den 
Phosphaten und Carbonaten eine bedeutende Rolle; dariiber hinaus 
mit ihnen Hill) in seiner Gelatinierungstheorie bei der Fallung durch 
Milchsiure eine Rolle bei der Verkiirzung des Muskels bei. 


') Miinch. med. Wochenschr. 1927 (im Druck). 

*) Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 11. Aufl., 1925. 

8) Gelatinierungstheorie, vgl. Meyerhof, Handb. d. norm. u. pathol. 
Physiol. 8, 1, 536. 
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Was die Nomenklatur der an Alkali gebundenen Eiweibkérper 
betrifft, so finden wir sie in der alten Literatur unter dem Namen 
Kaliumalbuminat. Die Alkalialbuminate des Fischmuskels bezeichnet 
Firth als Myoproteid. . 

In der neueren Literatur werden sie — nach dem Vorgang Hills 
und Meyerhofs — als Alkaliproteine und in der physikalischen Chemie 
als ionisiertes EiweiB bezeichnet. Eine dringende Notwendigkeit. neue 
Bezeichnungen einzufiihren, ist nicht ersichtlich, soweit es sich nicht 
um allgemeine Begriffe wie ionisiertes EiweiB handelt. 

Nach Kiihne') ist das Kaliumalbuminat an der Fillbarkeit der 
EiweiBkomponente aus dem Muskelserum mit Essigsiure zu erkennen 
Da Kine bereits bekannt war, daB das Kaliumalbuminat durch die 
im Muskel gebildete Milchsaure (a. a. O., 8. 285) zerlegt wird, empfiehlt 
er, bei der Herstellung des Muskelplasmas bzw. Serums in der Kalte 
zu arbeiten, eine Notwendigkeit, die ja in neuerer Zeit zuerst wiederum 
durch die Arbeiten von Fletcher bestatigt wurde. Das Wesentlichste des 
Kalteverfahrens ist, die Wirkung der Fermente auszuschalten, was 
bekanntlich auch durch Eintragen in kalten Alkohol oder kochendes 
Wasser erreicht werden kann. 

Gegeniiber diesen weit und breit bekannten Tatsachen stellt Fiirth 
als Referent der Chemie des Muskelgewebes in Oppenheimérs Handb. 
4, 2. Aufl., 299, 1925, die Existenz des Kaliumalbuminats in Abrede. 
Andererseits gibt er neverdings in seinem ein Jahr spater erschienenen 
zweiten Heft des Lehrbuchs der physiol. u. pathol. Chem. 1, 211 und 
258, 1926, die Méglichkeit des Vorkommens von Alkaliproteinen zu, die 
durch die Milchsiure entionisiert werden kénnen. Die mit dem Sach- 
verhalt und der Nomenklatur nicht vertrauten Leser seines Lehrbuches 
kénnen aus diesen Darlegungen nicht entnehmen, daB das langst bekannte 
Kaliumalbuminat Kiihnes und die Alkaliproteine bzw. das ionisierte 
EiweiB der physikalischen Chemiker wesensgleiche Substanzen sind. 
Die irrtiimliche Auffassung Fiirths geht auf seine friihere Muskel- 
forschung zuriick. Sie riihrt in erster Linie daher, daB er Kiihnes Vor- 
schrift, bei der Plasmabereitung in der Kilte zu arbeiten, als zwecklos 
ignorierte. Seine Anschauung hieriiber gibt er im Arch. f. exper. Pathol. 
36, 234 mit folgenden Worten kund: ,,Kiihne legte groBen Wert darauf, 
daB die Plasmabereitung bei niedriger Temperatur durchgefiihrt 
werde... Nach einer Anzahl orientierender Versuche sah ich mich 
veranlaBt, auf die Anwendung von Kalte ganz zu verzichten und von 
dieser erheblichen Komplikation der Versuchsanordnung abzustehen, 
da sich das mit dem Kilteverfahren bereitete Plasma nicht anders 
verhielt, als das ohne Kilteanwendung hergestellte.“ 

1) Kiihne, Untersuchungen iiber das Protoplasma, 8. 12. Leipzig 1864. 


O77 


Lehrb. d. physiol. Chem., 8. 277. Leipzig 1868. 
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Dadurch sind ihm — wie dies auch Wéhlisch und Schriever!) be 
statigen — die Alkalialbuminate entgangen und nur bei Kaltbliitern 
bei denen sich der MilchsiurebildungsprozeB sehr langsam vollzieht 
gelang ihm der Nachweis. 

Die von mir durch Auskochen des Muskels isolierten Alkalialbumi 
nate halt Fiirth fiir Kunstprodukte?), die in der Hitze entstanden seien 


1) Wohlisch und Schriever, Zeitschr. f. Biol. 88, 277, 1925. 

2) Fiirth hat die Polemik iiber die Alkalialbuminate sowie die Saure 
eiweiBquellungstheorie und Kohlensaéuretheorie der Muskelkontraktion mit 
einigen Zusaétzen auf Oppenheimers Handbuch der Biochemie und sein Lehr. 
buch der physiologischen und pathologischen Chemie iibertragen. Zur Ab 
wehr sehe ich mich genétigt, nochmals auf dieses Thema zuriickzukommen 
und die Griinde hervorzuheben, die Fiirth veranlaBten, die Existenz der 
Alkalialbuminate bis in die jiingste Zeit zu bestreiten. 

Durch die Kiihneschen Untersuchungen war das Vorkommen des Kalium. 
albuminats erwiesen. Diese Tatsache ist Fiirth bei der Bearbeitung de: 
MuskeleiweiBkérper entgangen, weil er sich nicht an die Vorschrift Kiihnes 
(und Halliburtons) hielt, in der Kalte zu arbeiten (Ergebn. d. Physiol. 1, 
115, 1902). Dureh die mechanischen Insulte beim Auspressen des Muskels, 
die haufig noch mit Temperaturerhéhung einhergehen, wurden die Alkali- 
albuminate durch die entstehende Milchsaure restlos in die EiweiBkomponente 
und Alkalilactate zerlegt. In dieser Form ist es schwer, die EiweiBkompo 
nente von den iibrigen Eiwei8kérpern zu isolieren. Auf diese Weise bildete 
sich bei Fiirth gegeniiber Kiihne und Halliburton (Myoalbumose) die Meinung. 
daB sich im Muskel nur zwei EiweiBkérper — das Myosin und Myogen 
befanden (Ergebn. d. Physiol. 1, 117, 1902 und 17, 379, 1918). Nur im Muskel- 
saft von Kaltbliitern fand er einen léslichen, in der Hitze nicht koagulablen 
EiweiBkérper, den er Myoproteid nannte und der zu den Alkalialbuminaten 
im Sinne Kiihnes zahit (Handb. d. Biochem. II, 2, 1. Aufl., 8. 247 bis 249, 
1909). 

Das Unterlassen der Anwendung von Kilte ist auch die Ursache der 
Meinungsunterschiede iiber das Auftreten und den Einflu8 der Milchsaure 
auf die MuskeleiweiBkérper zwischen Fiirth einerseits und Halliburton, 
Stewart und Sollmann und C. Schipilof/f andererseits gewesen, denn Fiirt/ 
begann sein Untersuchungen erst dann, wenn sich die Wirkung der Milch- 
siurebildung bereits vollzogen hatte (Ergebn. d. Physiol. 1, 115, 118) 

Auf diesen experimentellen Unterlagen baute Fiirth eine Theorie auf, 
wonach die Totenstarre und Muskelkontraktion auf einer Saéurequellung 
des Eiwei8 beruhten, die, unterstiitzt durch die modern gewordene kolloid 
chemische Anschauungsweise, viele Glaubige fand. 

Meine durch Experimente gestiitzte Ansicht (diese Zeitschr. 75, 101, 
1916), daB die entstehende Milchsaure durch die Puffersubstanzen, zu denen 
auch das Kaliumalbuminat zihlt, sofort neutralisiert wird, steht in direktem 
Gegensatz zur Fiirthschen Lehre. Um die Wirkung der Fermente aus- 
zuschalten, habe ich sie durch Kochen des Muskels zerstért, und weil die 
Alkalialbuminate wasserléslich und hitzebestandig sind, muBte ich sie im 
Filtrat des frischen Muskels wiederfinden. Die Mengen sind ziemlich grol, 
sie betragen etwa 1,6 Proz. des frischen (Kaninchen-) Muskels, der einen 
Trockengehalt von 24 Proz. besitzt, d. h. es sind etwa 7 Proz. des gesamten 
Muskeleiwei8 als Albuminat vorhanden. Sie sind demnach wesentlich 





Ky k 


und 


probe 
(yerm 
die S 
Fallu 
mem 
legen 
prote 
als e 
expe 
auf | 
der 

stam 
mit 

weilst 
Myo 
solel 
Refe 
aufz 
weg 
f. B 
Myo 
sein 


oder 
bew 
sind 
auf 

g, | 
ioni 


stell 
Err 
wir 
bei 


ich 


Totenstarre des Muskels. 209 


kr kommt dadurch in Widerspruch mit den Kiihneschen Ergebnissen 
und mit seinen eigenen friiheren Angaben (s. die FuBnote). Ware die 


vrober, als Firth in seinem Lehrbuch 1, 212, 1926 seinen Lesern berichtet. 
Gema8 dem Vorgange Kiihnes bezeichnete ich sie als Kaliumalbuminate. 

Die Existenz von Alkaliverbindungen des EiweiBes im Muskel schlieBt 
die Saurequellung im Sinne Fiirths aus, denn es kann sich héchstens um eine 
Fallung (Schipiloff) oder Entionisierung handeln. Daher sucht Fiirth 
meine Angaben — allerdings in etwas ungewéhnlicher Weise zu wider- 
legen: Wahrend er selbst das Alkalialbuminat des Fischmuskels (Myo- 
proteid) aus dem aufgekochten Muskelserum durch Essigsiure gefallt und 
als einen EiweiBkérper sui generis (Ergebn. d. Physiol. 17, 447; Arch. f. 
exper. Pathol. 36, 259 bis 262, 1895) bezeichnet hat, betrachtet er meine 
auf demselben Wege isolierten Kaliumalbuminate unter Ignorierung 
der Kiihneschen Angaben als Kunstprodukte, die beim Kochen ent- 
standen seien (Ergebn. d. Physiol. 17, 447). Man fragt sich unwillkiirlich, 
mit welchem Recht Fiirth meinen Produkten eine Ausnahmestellung zu- 
weisen will, nachdem sie doch nach dem gleichen Verfahren wie die 
Myoproteide isoliert sind. Er mu wohl selbst die Inkonsequenz einer 
solchen Beweisfiihrung erkannt haben, sonst wiirde er in seinen allerneuesten 
Referaten nicht vorschlagen, die Myoproteide jetzt auch als Kunstprodukte 
aufzufassen (Oppenheimers Handb. 4, 2. Aufl., S. 299). Aber dieser Aus- 
weg ist recht ungliicklich gewahit, denn Wdhlisch und Schriever (Zeitschr. 
f. Biol. 88, 278, 1925) bestatigen die friihere Ansicht Fiirths, daB das 
Myoproteid ein genuiner, in der Hitze bestandiger EiweiBkérper ist, weil 
sein isoelektrischer Punkt konstant bleibt. 

Es ist eine sehr unniitze Beschaiftigung, heute noch iiber die Existenz 
oder Nichtexistenz der Alkalialbuminate zu polemisieren, wenn man sich 
bewuBt ist, daB Alkalialbuminate und Alkaliproteine identische Substanzen 
sind; als Beispiel, wie vielseitig dieses Gebiet bearbeitet ist, verweise ich 
auf den Artikel Meyerhofs in dem Handb. d. norm. u. pathol. Physiol- 
8, 520, iiber die Neutralisationswirme der Alkalialbuminate | Ent. 
ionisierungswarme der Alkaliproteine). 

Aus dieser Zusammensteliung ergibt sich, daB Fiirth niemals zur Auf- 
stellung der Séurequellungstheorie hatte gelangen kénnen, wenn er die 
Errungenschaften zahlreicher Vorganger, insbesondere aber Kiihnes, zu 
wiirdigen gewuBt hatte und dessen’ Angaben iiber die alkalische Totenstarre 
beim Hungertod beriicksichtigt hatte. 

Bevor ich dieses Thema -— wie ich hoffe, fiir immer — schlieBe, muB 
ich noch auf einige Bemerkungen in Fiirths Lehrb. d. physiol. u. pathol. 
Chem. 1, Heft 2, S. 279, 1926 iiber die Bedeutung der Kohlensadure bei der 
Muskelkontraktion (Berl. klin. Wochenschr. 1917, Nr. 7; Pfliigers Arch. 
168, 147, 1917) zuriickkommen. Er schildert auf 8. 263/264 die Unter- 
suchungen Fletchers iiber die Entstehung der Kohlensiure im Muskel und 
geht auf S. 279 dazu iiber, die Bedeutung der Anwesenheit der Kohlensiure 
fiir die regulire Funktion (nach Mansfeld und v. Szent Gydrgyi, Pfliigers 
Arch. 184, 236, 1920) mancher muskulaérer Mechanismen zu_ beschreiben. 
Nachdem er weiter noch der Befunde Hiirthles und seines Mitarbeiters 
Straube (Pfliigers Arch. 194, 574, 1922) gedacht hat, dafi getrocknete, 
jahrelang aufbewahrte Muskeln des Hydrophilus beim Befeuchten mit 
Ringerlésung, unter dem EinfluB des Natriumbicarbonats, sich wiederum 
zu kontrahieren vermégen, schlieBt er sich der Meinung der erwihnten 
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Firthsche Meinung richtig, so miiBten sich die Kiihneschen Albuminate 
beim Kochen erst zersetzen und dann in neuer Form an Alkali gebundey 
im Extrakt erscheinen. Dies ist jedoch bei niedrig molekularen Eiweif 
verbindungen ein unwahrscheinlicher Vorgang, und selbst, wenn es so 
wiire, wiirde es fiir die quantitative Bestimmung im Extrakt gleich. 
giltig sein. Die Hitzebestindigkeit derartiger Verbindungen ist aber 
von Wéhlisch und Schriever (a. a. O., S. 278) durch die Konstanz des 
isoelektrischen Punktes erwiesen. 


Theoretisches. 


Bei dem innigen Zusammenhang, der zur Totenstarre fiihrenden 
chemischen Vorginge mit jenen fiir die physiologische Kontraktion 
maBgebenden ist es notwendig, die Theorien tiber die Entstehung de: 
Starre und physiologischen Kontraktion gleichzeitig zu besprechen 
Ich muB zu diesem Zwecke auf meine friiheren Ausfiihrungen zuriick 
greifen: Die chemischen Vorgiinge beim arbeitenden und beim iiber 


lebenden Muskel lehren uns dreierlei: 


Es bildet sich aus Lactacidogen und Glykogen Milchsiure. Mit 
dem Entstehen derselben entweicht aus dem absterbenden und ar- 
beitenden Muskel Kohlensiure'). Gleichzeitig findet eine Entionisieruny 
der Alkalialbuminate (Alkaliproteine) statt. Alle diese Prozesse sind 
mit Sicherheit nachgewiesen und sie verlaufen zu gleicher Zeit. Diese 
Tatsachen kénnen nicht ignoriert werden. Jeder einzelne der auf 
gefiihrten Vorginge hat im Laufe der Zeit zu einer zugehérigen Kon 
traktionstheorie*) gefiihrt. Diese sind: Osmotische Theorie, Kohlen 
siuretheorie, Gelatinierungstheorie. Schon aus den Titeln der Theorien 


Autoren — tiber die Bedeutung der Kohlensdure als wesentlichen Fakto: 
der Verkiirzung des lebenden Muskels an und bestatigt damit auch mein 
in der oben erwahnten Kohlenséuretheorie geiuBerten Anschauungen 

Es kann sich somit nur um die mechanische Vorstellung der Kraft- 
iibertragung handeln, die das MiBfallen Fiirths erregt. Wenn man der 
Kohlensaéure schon eine Bedeutung zumiBt, so kann diese doch blo8 darin 
zu suchen sein, da sie — wie irgendwelche andere hier in Frage kommende 
Kraft — innerhalb des Muskels einen Druck verursacht. Stellt man sich 
vor, da®8 diese Drucksteigerung innerhalb zylindrischer oder lainglicher 
blasenférmiger Fibrillenabschnitte erfolgt, so werden diese — unter gleich 
zeitiger Verdickung bestrebt sein, die Kugelform anzunehmen. Mit dieser 
Vorstellung befinde ich mich im Einklang mit dem beriihmten Kinematike: 
Reuleaux. Sie ist auch weiter vereinbar mit der makroskopisch wah 
nehmbaren, eigenartigen Gesamterscheinung beim kontrahierten Muske!. 
die sich durch Verdickung unter Verkiirzung vollzieht (vgl. Pfliigers Arch 
169, 492, 1917). 

1) Fletcher, Journ. of Physiol. 23, 54, 1898; Wacker, diese Zeitsein 
79, 118, 1917. 

2) Val. dazu Meyerhof, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 8, 532 
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t das Bestreben ersichtlich, die Muskelkontraktion auf einen einzigen 
Vorgang zurtickzufiihren, obschon es sich um dreierlei Prozesse handelt 
Jeder der drei Vorginge hat seine Berechtigung und ist mit Recht 
Gegenstand einer Theorie. Sobald man aber dazu tibergegangen ist, 
die Berechnung des Wirkungsgrades auf Grund einer einzigen Theorie 
vorzunehmen, ist man auf einen toten Punkt gekommen, weil der 
experimentell ermittelte Nutzeffekt der Muskelmaschine von 25 bis 
30 Proz. nicht mit der Theorie in Einklang zu bringen war. Es lieb 
sich auf Grund der Theorie ein so hoher Nutzeffekt nicht errechnen 
und doch wird man keiner der genannten Theorien auf Grund der 
chemischen und thermischen Forschungsergebnisse eine Berechtigung 
absprechen kénnen. Es besteht aber durchaus kein zwingender Grund, 
die gleichzeitig sich vollziehenden Erscheinungen in threr Gesamtheit nicht 
fiir die Entstehung der Starre bzw. Kontraktion ve rantwortlich zu machen, 
denn es J4Bt sich nicht leugnen, daB beim Zerfall von Glykogen und 
Lactacidogen in Milchsiure und Phosphat ein osmotischer Druck ent- 
stehen muB, man wird auch nicht in Abrede stellen kénnen, dab die 
beim Kontraktionsakt entstehende Kohlensiure aus dem Muskel, 
ihnlich wie bei der Hefegirung, nur dann entweichen kann, wenn sie 
sich unter einem Uberdruck befindet. Ware kein solcher vorhanden, 
so miiBten die CO,-Molekiile nach dem Gesetz der Tragheit im Muskel 
verweilen. Mit diesem osmotischen Drucke der Milchsiure und Phos- 
phate, dem Gas- oder osmotischen Druck der Kohlensiure wiirde sich 
jener Druck vereinigen, der bei der Entionisierung des Kaliumalbuminats 
(Alkaliproteins) entsteht, falls es gelingt, auf diese Weise eine Druck 
bildung mit Sicherheit festzustellen. 

Auf die Bedeutung der Entionisierung des Kaliumalbuminats fiir 
die Fixierung des Muskels bei der Totenstarre habe ich schon vorher 
hingewiesen. 

Aus diesem Grunde glaube ich, meine friiheren Anschauungen') tiber 
das Zustandekommen der Totenstarre durch das Zusammengreifen ver- 
schiedener Vorginge aufrecht erhalten zu miissen, zumal die alkalische 
Totenstarre damit in Einklang zu bringen ist. Diese Erscheinungen 
sind: Osmotischer Druck durch Molekiilzerfall, Gasdruck oder osmoti- 
scher Druck der Kohlenséiure und Fixierung des Muskels durch Ab- 
scheidung der EiweiBkomponente der Alkalialbuminate (Alk: liproteine). 


Zusammenfassung. 


1. Der Ernahrungszustand des Muskels im Augenblick des Todes 
ist maBgebend fiir den Umfang der zur Totenstarre fiihrenden chemi- 
schen Prozesse. 


1) Diese Zeitschr. 75, 136, 1916. 
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2. Der glykogenhaltige Muskel] liefert durch reichliche Milchsiur: 
bildung ein saure. der glygogenarme infolge sparlicher Saureproduktion 
eine alkalische Totenstarre. 

3. Im Tierexperiment kann man die alkalische Totenstarre durch 
Entglykogenisierung des Muskels erzeugen. Dieser Erschépfungs. 
zustand wurde durch Hunger, Insulin und Injektion zahlreicher kleiner 
Strychnindosen erreicht. Die alkalische Totenstarre kann daher auch 
als Erschépfungstotenstarre bezeichnet werden. 

4. Die bekannte Erscheinung, daB sich weiBer und roter glvkogen 
haltiger Muskel (beim Kaninchen) verschieden verhalten, wurde be 
statigt. Innerhalb 24 Stunden nach dem Tode produzierte der weik« 
Muskel 0,70 Proz. Milchsiure, der rote dagegen nur 0,53 Proz. 

5. Der Grund, weshalb der weiBe Muskel mehr Milchsaure bilden 
kann als der rote, ist in der besseren Pufferung (gréBeren Pufferungs 
breite) des ersten zu suchen. 

6. Im extremsten Falle der alkalischen Starre (Hungertod) vermag 
der weiBe Muskel nur 0,043 und der rote 0,046 Proz. Milchsaure zu bilden 

7. Dem Milchséiuregehalt entsprechend, iindert sich der Séure. 
alkaliindex (Verhialtnis der alkalischen zu den sauren Bestandteilen) 
und der Gehalt an Albuminaten im Extrakt. So enthalt der alkalische 
Muskel in der Erschépfungsstarre noch reichliche Mengen ionisiertes 
EiweiB, der saure nur sehr wenig. 

8. Die Menge des im frischen alkalischen Muskel an Alkali ge. 


bundenen EiweiBes berechnet sich — bei einem Trockengehalt der 
Kaninchenmuskeln von 24 Proz. — auf etwa 6 bis 7 Proz. 


9. In Totenstarre befindliche Muskeln mit einem Saurealkaliindex 
> 1 sind der sauren, solche mit einem Index < | sind der alkalischen 
Starre zuzurechnen. 

10. Die Erschépfungstotenstarre tritt (beim Kaninchen) innerhal! 
weniger Minuten, die saure je nach Umstianden erst nach mehreren 
Stunden ein. 

11. Wahrend die saure Starre bei einem Index von 1,4 noch nicht 
in Erscheinung trat, war die alkalische bei einem Index von 0,56 schon 
vorhanden. Daraus ist zu schlieBen, daB fiir die Reversion der Muskel- 
kontraktion nicht die alkalischen Valenzen allein maBgebend sind. 


T heoretisches. 


12. Die Totenstarre lat sich, wie friiher schon hervorgehoben 
durch das Zusammengreifen von drei Erscheinungen erkliren: Osmoti 
scher Druck durch Molekiilzerfall, osmotischer oder Gasdruck der 
Kohlensaure und Fixierung des Muskels durch die Eiwei8komponente 
der Alkalialbuminate (Alkaliproteine). 
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Totenstarre des Muskels. 


13. Jedem der drei erwahnten Vorginge im absterbenden Muskel 
entspricht je eine Theorie der Muskelkontraktion. Diese Theorien 
sind: Osmotische Theorie, Kohlenséurethecrie und Gelatinierungs- 


theorie. 

14. Die Gleichzeitigkeit der diesen Theorien zugrunde liegenden 
chemischen Prozesse im Muskel berechtigt zu der Vorstellung, dab 
alle drei Vorginge gemeinsam zur Kontraktion beitragen. 


Zur Methodik. 


Im Kochextrakt der Muskeln wurden sogleich nach dem Tode und 
24 Stunden spater ermittelt: Milchséiuregehalt, Verhaltnis der sauren zu 
den alkalischen Bestandteilen ( Saurealkaliindex), Menge der bei der 
Neutralisation mit n/10 ClH fallbaren EiweiBkorper, H-lonenkonzentration. 
In einigen Fallen Glykogen in getrennter Portion. 

Herstellung der Muskelextrakte. Um die Vorgainge in der Muskulatur 
des Kaninchens nach dem Tode in ihrer Entwicklung zu verfolgen, war es 
erforderlich, die Kochextrakte nicht nur sofort nach dem Tode, sondern 
auch nach 24 Stunden zu untersuchen. Zu diesem Zwecke wurden die 
Muskeln des einen Hinterlaufs sofort entnommen, wahrend die des anderen 
24 Stunden bei Zimmertemperatur in unversehrtem Zustande, erhalten 
wurden, um erst dann herauspriépariert zu werden. Da die chemischen 
Prozesse im, frischen Warmbliitermuskel sehr rasch verlaufen, ist raschestes 
Arbeiten erforderlich, um die Fermente durch Eintragen in kochendes 
Wasser unschadlich zu machen. Immerhin verstreichen nahezu 10 Minuten, 
bis die roten und weiBen Muskel isoliert, gewogen und zum Eintragen im 
kochendes Wasser bereit gehalten sind. Die Milchsaéurewerte der sofort 
entnommenen Muskeln unserer Tabellen sind daher zu hoch bzw. sie ent 
sprechen dem Zustand des Muskels etwa 10 Minuten nach dem Tode und 
nicht dem im Moment des Todes. Entsprechend dem erhéhten Milchséure 
wert ist auch der Séurealkaliindex zu groB und die Menge der aus dem 
Extrakt bei der Neutralisation mit Saéure faillbaren EiweiBkomponente zu 
niedrig. Wenn man den Milchséuregehalt und den Index usw. in getrennten 
Muskelpartien, die nacheinander abgewogen werden, bestimmt, bestelit 
die Gefahr, keine einheitlichen Resultate zu erhalten, weil beispielsweise 
lie Milehsiurebildung vor dem Zerreiben in kaltem Alkohol schon weiter 
oder weniger weit vorgeschritten sein kann, als in der in kochendes Wasser 
eingetragenen Portion. Wir haben es daher vorgezogen, alle spaiteren Be- 
stimmungen (mit Ausnahme des Glykogens) in ein und demselben Koch- 
extrakt durchzufiihren. 

Es wurden 16g weiBer bzw. roter Muskel auf einer gut ziehenden 
Handwage (beim frischen Muskel médglichst rasch) abgewogen und in 
haselnuBgroBen Stiickchen in etwa 70 cem bereit gehaltenes kochendes 
Wasser eingetragen und eine Viertelstunde lang gekocht. Dann wurde der 
wisserige Teil durch ein Faltenfilter abgegossen, der Muskelriickstan:| 
mit der Schere gut zerkleinert und weitere dreimal in angegebener Weise 
unter Zusatz von Siedesteinchen je eine Viertelstunde ausgekocht. Zum 
SchluB wird das Filter mit heiBem Wasser nachgewaschen und die ver 
einigten und gekiihlten Extrakte auf 320 cem Fliissigkeitsvolumen auf- 
gefiillt. Nach dem Durchmischen werden 20 cem entsprechend 1 g Muskel 
zur Bestimmung der Milchséure herauspipettiert. Der Rest wird in zwei 
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gleiche Teile a 150 cem geteilt und darin die alkalischen und sauren [3 
standiteile ermittelt (vgl. diese Zeitschr. 75, 119, 1916; Berl. klin. Woche 
schrift 1919, Nr. 42, S. 990). Der Extrakt des roten Muskels war nach cdi: 
Erkalten immer etwas triiber als der des weiBen. 

Vilchsdurebestimmung. Die fiir die Milehsaurebestimmung ent 
nommenen 20 cem Kochextrakt wurden in 80 cem Alkohol (94proz.) ein 
getragen und mit n/10 Salzsiure neutralisiert. Die Menge der hierzu 
forderlichen Salzsiure berechnet man zweckmaéBig aus dem titrimetrisc| 
(unter Zuhilfenahme von Methylrot) ermittelten Alkaleszenzwert in den 
vorerwahnten 7,5 g¢ Muskel entsprechenden 150 cem Extrakt. Nach cer 
Neutralisation dampft man die milchséurehaltige Lésung in einer Porzella: 
schale bis zur Trockne ab (lingeres Erhitzen des eingetrockneten Riick 
standes ist zu vermeiden) und nimmt wieder mit einigen Tropfen Wasse: 
und etwa 30cem Alkohol auf, extrahiert mehrmals mit Alkohol, filtrier 
durch ein kleines Faltenfilter, wischt mit Alkohol nach und dampft de) 
alkoholischen Extrakt wiederum ab, ohne den Riickstand zu erhitzen. 
Die Milchséure wird dann unter Zusatz von Schwefelsiure und Ammon 
sulfat mit Amylalkohol extrahiert (Miinch. med. Wochenschr. 1924, Nr. 17 
S. 541). In angegebener Weise fiihrt man die im Amylalkohol geléste 
Milchsaiure durch Schiitteln mit Sodalésung in die letztere iiber. Die fiini 
malige Extraktion, zuerst dreimal mit je 5cem und dann zweimal mit je 
2cem 2 n Sodalésung, geschah in kleinen Scheidetrichtern (‘Tropftrichtern). 
Die Sodalésung wird durch wiederholtes Schiitteln mit Petrolither vo 
Amylalkohol befreit und dann am Wasserbad erhitzt, bis der Geruc! 
nach Petrolither bzw. Amylalkohol verschwunden ist, und mit 30 cen 
2n S0,H, angesaiuert. Die weitere Milchsiurebestimmung geschah nach de: 
Acetaldehydmethode (Fiirth, Charnass), am besten in der von Valenti) 
(Miinch. med. Wochenschr. 1925, Nr. 3, 8. 72) beschriebenen Weise. Wichtig 
ist, das vorgelegte Sulfit nach vollendeter Destillation unter zeitweiligem 
Umschiitteln 1 Stunde lang stehenzulassen, bis sich Acetaldehyd und Sulfit 
vereinigt haben. Vorzeitige Titration mit n/100 Jodlésung kann zu groBben 
Fellern AnlaB geben. Bei Einhaltung dieser Vorschrift ist eine Zugabe von 
Sicarbonat unndtig. 

Unsere gefundenen Milchsiurewerte sind um 15 Proz. aufgewertet. 
weil die Analyse von milchsaurem Lithium nach dieser Methode um 15 Proz. 
zu niedrige Resultate gab. 

Albuminateiweif. Bei der Titration der alkalischen Bestandteile mii 
n/10ClH und Methylrot als Indikator fallen die AlbuminateiweiBkérper 
in so fein verteiltem Zustande aus, daB sie kaum wahrnehmbar sind. Beim 
Erwarmen am Wasserbad wird ein Gerinnsel sichtbar, das, auf getrocknetem 
und gewogenem Filter gesammelt, mit heiBem Wasser, Alkohol und Ather 
ausgewaschen wird. Nach dem Trocknen bis zur Gewichtskonstanz erhilt 
man die Menge des im Muskel vorhandenen ionisierten EiweiBes. 

H’-Konzentration. Diese wird im Kochextrakt an der Chinhydron 
elektrode gemessen. Zu diesem Zwecke wird eine gréBere Extraktmenge 
hergestellt. Statt 16 g¢ werden jetzt 20 g Muskel kochend extrahiert und 
dann auf 400 cem Fliissigkeit aufgefiillt; dadurch werden 80 cem zur Be 
stimmung der H’-Konzentration verfiigbar. 

Glykogenbestimmung. 5g Muskel werden in 10 cem heiSer 60 proz. 
Kalilauge gelést, 2 Stunden am Wasserbad erhitzt und das Glykogen nach 
dem abgekiirzten Verfahren von Bang (Hoppe-Seyler, Thierfelder, Handb. 
d. physiol. u. pathol. chem. Analyse, 9. Aufl., 8. 882) bestimmt. 
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Quantitative Messungen im sichtbaren und ultravioletten 
Absorptionsspektrum des Blutes und seiner Bestandteile '). 


Von 
} 
Rud. Suhrmann und Werner Kollath. 


(Aus dem physikalisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule 


und dem hygienischen Institut der Universitat Breslau.) 
(Eingegangen am 7. Marz 1927.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Bei der Bestrahlung mit natiirlichem und kiinstlichem Licht zu 
therapeutischen Zwecken handelt es sich letzten Endes um die Aus- 
lésung photophysikalischer?) und photochemischer Vorgiinge, die ihren 
Sitz nur in verhaltnismaBig geringer Tiefe haben kénnen, da das Durch 
dringungsvermégen ultyaroter, sichtbarer und ultravioletter Strahlen 
die bei der tiblichen Lichtbehandlung ausschlieBlich in Betracht kommen. 
ziemlich klein ist. Andererseits zeigen die orientierenden Versuche 
v. Schuberts*), daB die in die Oberfliche des Kérpers eindringenden 
Strahlen des sichtbaren und ultravioletten Spektrums von der Haut 
selbst bis zur Quecksilberlinie 2 = 248 yu verhiltnismaBig weniy 
vom Blute dagegen in sehr hohem MaBe zuriickgehalten werden. so 
daB anzunehmen ist, daB die in Frage kommenden photochemischen 
Umsetzungen ihren Sitz im Blute haben. Eines der Grundgesetze der 


') Die Ergebnisse dieser Untersuchung waren in qualitativer Form 
(mit dem Spektrographen aufgenommene Absorptionsspektren) bereits vor 
einem Jahre (Januar 1926) festgelegt. Ihre quantitative Auswertung wurile 
jedoch durch einen schweren Unfall, den der eine von uns (Suhrmann 

; beim Experimentieren erlitt, um ein halbes Jahr verzégert. Ein Teil de: 

vorliegenden Messungen und Berechnungen wurde von Fri. cand. chem 
E. Weist mit Eifer und Verstandnis durchgefiihrt. 

2) Z. B. Temperaturerhéhung. 

8) Deutsch. med. Wochenschr. 1926, S. 903. 
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Photochemie besagt jedoch, daB der von Strahlen einer gewissen Wellen- 
lange ausgeléste photochemische ProzeB mit der Absorption dieser 
Strahlen aufs engste verkniipft ist: Ohne Absorption ist die Auslésung 
photochemischer (und ebenso auch photophysikalischer) Prozesse 
unméglich. Es ist daher fiir die Beurteilung strahlentherapeutischer 
Vorginge unbedingt erforderlich, die Starke der Absorption ultraroter, 
sichtbarer und ultravioletter Lichtstrahlen im Blute zu kennen, und 
gwar nicht nur qualitativ, sondern vor allem quantitativ, da wir nur 
hieraus ein Bild fiir die Wirksemkeit bestimmter Strahlungsgebiete 
gewinnen kénnen. 

Die quantitative Untersuchung der Lichtabsorption im Blute, in 
den Blutkérperchen und im Plasma bildet den Gegenstand der vor- 
liegenden Arbeit. Wir beschrinken uns zunachst auf den sichtbaren 
und den ultravioletten Tei] des Spektrums, soweit er fiir strahlenthera- 
peutische Zwecke in Betracht kommt, also bis zur Hg-Linie 2 = 230 yy. 
Die Untersuchung auch des ultraroten Gebietes bis zum Beginn der 
(stirkeren) Absorption durch das Wasser, also bis etwa 2,7 yu, bleibt 
einer spaiteren Untersuchung vorbehalten. 


MeB methode. 


Wir benutzten bei unserer Untersuchung die Methode der direkten 
Bestimmung der Intensitaét des enfallenden J, und des hindurchgelassenen 
Lichtes J, woraus sich die Starke der Absorption ¢ bzw. a nach Gleichung (1) 
bzw. (la) ergibt: 

J = Jy. 10-*-¢-4 () 


J Jo. 10-«-4 (la) 


( Beersches Gesetz), d. h.' also: Wenn wir uns eine Blutlisung der Konzen- 
tration ¢ (¢ 0,002 bei einer 0,2 proz. Lésung) herstellen und sie in einen 
Quarztrog von dem Schichtdicke bringen, so. l4Bt sich die Intensitét J 
des Lichtes, welches durch den mit Lésung gefiillten Trog noch hindurch- 
kommt, aus der Intensitaét J, des Lichtes, welches durch den mit Lésungs- 
mittel gefiillten Trog gelangt, nach Gleichung (1) berechnen. J,/J bzw. die 
fiir eine bestimmte Wellenlange 4 konstante GréBe e ist ein MaB fiir die 
Starke der Absorption bei der betreffenden Wellenlinge. Zwischen beiden 
besteht. die Beziehung: 


J» 
log J e.c.d (2) 
1 Jo - 
é ae log J (2a) 
1 Jo 
a 7 - log 7 (2b) 
a s.€ (3) 


An Stelle des ,,hatinktionskoeffizienten“ e« gibt man haufig auch die 
. Absorptionskonstante*’ a an, die gleich e . c ist, also mit der Konzentration 
der Lésung variiert. Bei der Darstellung unserer Messungen werden wir 4 
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und Gleichung (2b) benutzen und jedesmal c mit angeben; aus Gleichung (3 
kann man dann « leicht berechnen. 
Dies setzt jedoch voraus, daB ¢ eine Funktion der Wellenldnge all: 


und unabhingig von der Konzentration ist, daB also das Beersche Gesrt: 


Gleichung (1) gilt. 
Die Giiltigkeit von Gleichung (1) kann man in folgender Weise nac! 
prifen. Haben wir mehrere Messungen bei den Konzentrationen c¢,, ¢,, ¢ 


und bei der gleichen Wellenlainge (also auch bei gleichem ¢) vorgenommer, 


so ist nach Gleichung (3) 


log a, log e + log e,: | 
log a, log « L. log ¢.: I] 
log a, log ¢ + log cs. (ii 


Subtrahieren wir nun Gleichung (II) von Gleichung (1), so erhalten wi 
log a, —- log a, = loge, log ¢, (1\ 
oder Gleichung (IIT) von Gleichung (1), so ergibt sich: 
log a, — log a, log ¢, log ¢, Wa 
In Worten: Subtrahieren wir die Logarithmen der Absorptions. 
konstanten voneinander, so erhalten wir die Differenz der Logarithmen der 


Konzentrationen, die natiirlich unabhaingig von der Wellenlange ist. Tragen 
wir die Logarithmen der Absorptionskonstanten in Abhangigkeit von de1 


Wellenlinge in ein Koordinatensystem ein, so miissen die fiir verschiedene 


Konzentrationen erhaltenen Kurven demnach gleichen Abstand vo 
einander haben, falls das Beersche Gesetz gilt. Haben wir dies nachgewiesen, 
so kénnen wir unsere Messungen ohne Bedenken kiinftig nur bei einer 
Konzentration vornehmen, man kann sie dann ohne weiteres auf eine ander 
Konzentration innerhalb des Giiltigkeitsbereiches umrechnen. 


Apparatur'). 

Als Lichtquelle verwendeten wir bei unseren Versuchen ein 
Quarzquecksilber-Punktlampe Q (Abb.1) von W.C. Heraeus, Hanau 
die auf dem Kollimotorarm K eines Quarzmonochromators von Schmidt 
und Haensch, Berlin, aufmontiert war. Dicht hinter dem Austritts- 
rohr A des Monochromators befand sich ein rotierender Sektor S, dev 
dazu diente, die Lichtintensitat nétigenfalls auf etwa cin Zehntel herab- 
zusetzen (die genaue Lichtschwachung durch den Sektor betrug 1/9,72) 
durch eine Quarzlinse L von 25cm Brennweite wurde das Lichtbiinde! 
zusammengedriickt und durch den mit der Lésung gefiillten Meftrog 7, 


1) Die Apparatur war im wesentlichen die gleiche wie bei Suhrma: 
und Huppert, Zeitschr. f. phys. Chem. 116, 319, 1925. Die von Herrn 
v. Halban (Zeitschr. f. phys. Chem. 122, 337, 1926) an ihr geiibte Kritik 
hat sich inzwischen als unberechtigt erwiesen, da Herr v. Halban neuer- 
dings (nach einer brieflichen Mitteilung an K. Scheibe, Chem. Ber. 59, 
2616, 1926) fiir die Absorption des KNO, Werte erhalt, die mit den 
seinerzeit von S. und H. gemessenen wesentlich besser iibereinstimmen, 
als mit seinen eigenen friiher gemessenen. Wir kommen hierauf an 
anderer Stelle noch zuriick. 
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durch auf die lichtempfindliche Fliche einer Rubidiumzelle Z mit 
(uarzfenster konzentriert. Der MeBtrog hatte eine lichte Weite von 
/ 1,003 em; er war von zwei plangeschliffenen und aufgeschmolzenen 





Elekrometer 








J 
Sch 
Abb. 1 
* Schema der Versuchsanordnung 


(uarzplatten begrenzt, bestand also ganz aus Quarz. An seine Stelle 
konnte ein gleich beschaffener!), mit Lésungsmittel gefiillter V ergleichs- 
Quarztrog T, geschoben werden, der dazu diente, J, zu bestimmen. 

Zwischen dem Sektor S und der Quarzlinse L befand sich der 
Schirm Sch, der mit einer durch einen photographischen Ausléser 
betatigten Lichtklappe versehen war. Er, sowie ein geschwarzter Kasten, 
der die Quecksilberlampe umgab, schiitzten die MeBapparatur vor 
falschem Licht. 

Eintritts- und Austrittsspalt des Monochromators waren wihrend 
simtlicher Messungen gleich weit, und zwar 040 mm | geéffnet. 
Dieser Spaltweite entsprach in der Gegend von 300 4 ein Spektral- 
bereich von 30 A. 

Die Photozelle stand in Verbindung mit einem Fadenelektrometer*), 
das dazu diente, den durch das Licht einer bestimmten Wellenlange 
ausgelésten Photostrom zu ermitteln. Da der Photostrom proportional 
der Lichtintensitaét J, baw. J ist, ergibt sich fiir den Quotienten J,//J 
das Verhaltnis der jeweiligen Photostréme. Diese wurden durch Er- 


1) Ein ganz geringer Unterschied in der optischen Beschaffenheit der 
Trége wurde dadurch eliminiert, daB man in einer besonderen MeBreihe 
| beide Trége mit Lésungsmittel fiillte und das Verhaltnis der Lichtintensitaten 
' in diesem Falle ermittelte ; hieraus ergab sich eine KorrektionsgréBe, die bei 
den endgiiltigen Messungen in Rechnung gestellt wurde. 

2) Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir fiir das 
treundlichst iiberlassene Fadenelektrometer zu Dank verpflichtet; ebenso 
danken wir der Firma Schmidt und Haensch fiir die liebenswiirdige leilweise 
Uberlassung des Monochromators. 
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mittlung der Aufladezeiten des Elektrometers mit der Stoppuhr fes: 
gestellt, indem man jedesmal die Zeit maB, die verstrich, wahrend «er 
Elektrometerfaden eine bestimmte Anzahl von Skalenteilen durch|ief 

Die Absorptionsmessungen gingen also in folgender Weise vor sich 
Man stellte die ausgeeichte Mikrometerschraube des Monochromators 
auf eine bestimmte Wellenlange 4 (Quecksilberlinie) ein und maB dix 
Aufladezeit t, des Elektrometers, wahrend sich der mit dem Lésungs 
mittel gefiillte Vergleichstrog im Strahlengang befand. Darauf scho}) 
man den mit der zu untersuchenden Lésung gefiillten MeBtrog ay 
seine Stelle und bestimmte wiederum die Aufladezeit ¢. Das reziprok: 
Verhaltnis der Aufladezeiten ¢/t, ergab dann ohne weiteres das Ver 
haltnis der Lichtintensitaten J,/J, aus dem sich die Absorptions 
konstante a nach Gleichung (2b) berechnen lieB. 


Herstellung der Lésungen. 


Die ersten Blutldsungen (Versuche 2, 3, 4) wurden in folgende; 
Weise hergestellt. Man entnahm mittels einer paraffinierten Spritz 
10ccm Blut aus der Armvene und verdiinnte sie mit destillierten 
Wasser bis zu einer Konzentration von 0,5, 0,2 und 0,1 Proz. 

Zu den spdteren Blutléisungen verwendeten wir ebenfalls 10 ccm 
Blut der Armvene, jedoch wurde jetzt ein Teil in 4proz. Natrium. 
citratlésung im Verhaltnis von 1 Teil Citratlésung und 3 Teilen Blut 
aufgefangen. Der andere Teil wurde defibriniert und in ihm das 
Volumenverhaltnis von Blutkérperchen zu Plasma gleich 42:58 mit 
dem Hdmatokriten ermittelt. Einen Teil des Citratblutes verdiinnten 
wir nun mit redestilliertem Wasser auf 0.2 Proz. und himolysierten 
ihn dadurch'). 

Um die roten Blutkérperchen und das Plasma getrennt untersuchen 
zu kénnen, wurde die konzentrierte Citratlésung bald nach der Her 
stellung vorsichtig zentrifugiert (1500 bis 2000 Touren), um eine 
Hamolyse nach Méglichkeit zu vermeiden. Darauf wurde das Plasma 
mittels feiner Kapillaren abgehebert und unter Beriicksichtigung des 
Haimatokritverhaltnisses und der anfinglichen 75proz. Verdiinnuny 
ebenfalls auf 0,2 Proz. (c’ = 0,002) des Gesamtblutes verdiinnt. Eine 
solche Plasmalésung besaB also in bezug auf das Vollplasma die Kon 


» 
zentration ¢ c’- = 0,001 16. 
100 


') Von einem Auszentrifugieren der Schatten haben wir abgesehen, dla 
uns nicht nur an der Absorption der ausgetretenen Blutkérperchenbestan« 
teile (Farbstoff und Eiwei®8), sondern deren Gesamtverhalten lag; die Ab- 
sorption der einzelnen Bestandteile bleibt spiteren Untersuchungen vor 
behalten. 
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Die nach dem Abhebern des Plasmas iibriggebliebenen Blut- 
borperchen wuschen wir nun dreimal mit 0,8proz. Kochsalzlésung und 
verdiinnten sie dann, ebenfalls unter Beriicksichtigung der beim Plasma 


erwahnten Verhaltnisse. mit redestilliertem Wasser auf 0.2 Proz.: 
9 


wich hier war also c’ 0.002 und ¢ c’- = 0.000 84 


Um bei den Absorptionsmessungen die Absorption des Citratzusatzes 
auszuschalten, verdiinnten wir die 4proz. Citratlésung in gleicher Weise 
wie das Gesamtblut, das Plasma und die Blutkérperchen und brachten diese 
Losung als Vergleichslésung in den zweiten Trog. Vorher muBten wir uns 
davon tiberzeugen, daG dies statthaft war, indem wir ihre Absorption selbst 
bestimmten ; in diesem Falle enthielt der Vergleichstrog redestilliertes Wasser, 
das in dem untersuchten Spektralgebiet keine nachweisbare Absorption 
besitzt. Wie sich herausstellte, ist die Absorption der benutzten Citrat- 
vergleichslésung so minimal, da® ihr EinfluB auf das Resultat bei der Unter- 
suchung der Blut- und Blutbestandteillésungen ohne weiteres vernach- 
lassigt werden darf, wenn man hierbei die genannte Citratlésung im Ver- 
vieichstrog verwendet'). 

Da sich an diese Arbeit fortlaufende Untersuchungen sowohl an 
pigmentierten wie nicht pigmentierten, an kranken und gesunden 
Menschen, sowie an verschiedenen Tierarten anschlieBen sollen, mubten 
wir noch feststellen, ob die immerhin ziemlich umstandliche Gewinnung 
der Blutbestandteile aus dem Citratblut unbedingt notwendig war, 
oder ob die Blutkérperchenlésung aus defibriniertem Blute' und das 
Serum von geronnenem Blute oder defibriniertem Blute zur Unter- 
suchung geniigte, d.h. die gleiche Absorption wie die aus Citratblut 
erhaltenen Blutkérperchen und das aus ihm gewonnene Plasma 
zeigten. Deshalb haben wir auBer dem Plasma noch diese beiden 
Sera sowie die gewaschenen Blutkérperchen des _ defibrinierten 
Blutes untersucht. Es sei vorweggenommen, daB sich bei den 
Kérperchen keine Unterschiede, bei den Seren hingegen Verschieden- 
heiten bemerkbar machten, auf die wir in einer folgenden Arbeit 
zuriickkommen. 


Wir betonen noch besonders, daB natiirlich die gesamte Blutmenge 
auf einmal entnommen und verarbeitet und die Lésungen bis zur 
Aufnahme der Absorptionskurven unter LichtabschluB und bei gleicher 
Temperatur aufgehoben wurden. Unmittelbar vor dem Einfiillen in 
den Absorptionstrog schiittelten wir die Blut- sowie die Blutkérperchen- 
lésung gut durch, um das Oxyhimoglobinspektrum zu erhalten, und 
stellten durch eine Kontrollmessung nach Aufnahme der Meb6reihe 
fest, daB sich die Lésungen wahrend der Messung nicht verandert 
hatten. 


1) Vel. hierzu G. Réssler, Chem. Ber. 58, 2612, 1926. 
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Ferner méchten wir erwahnen, daB siémtliche Manipulationen 
vorzunehmen waren, wenn man Fehlresultate wegen der Eigensc)aft 
zahireicher Saprophyten, den Blutfarbstoff zu verandern oder die Eiwei{ 
bestandteile durch peptonisierende Fermente anzugreifen, vermeiden wollt 


Messungsergebnisse. 


1. Giltigkeit des Beerschen Gesetzes. 


Die einzigen quantitativen Messungen in einem gréBeren Bereich 


des Blutabsorptionsspektrums sind die von J. Strub'), der die Ab 
sorptionskonstanten im sichtharen Spektrum von / 683 wu bis 
2 = 438 uu mittels eines Kénig-Martensschen Spektralphotometers 
bestimmte. Er variierte auch die Konzentration seiner Lésungen und 
stellte fest, daB bei groBen Konzentrationen Abweichungen vom Bee» 
schen Gesetz auftraten, die sich nach kleineren Konzentrationen hi 
zwar verminderten, aber doch noch deutlich zu bemerken waren 
Der fiir die vorliegende und die spateren Arbeiten in Betracht 
kommende Konzentrationsbereich liegt zwischen 0.5 und 1.0 Proz 


Tabelle I. 





Absorptionskonstante « fur verschieden konz. Blutlésungen 


Erste Versuchsperson Zweite Versuchspersor 


Wellenlange ool 
= 0,00 


Versuch Nr. 3 Versuch Nr 2 Versuch Nr 4 
Ain wu a, ay ay 


c¢; = 0,005 Co 0,002 


0.2158 0.0938 
0.6510 0.2566 0.1196 
0.1758 0.0818 
1.7861 0.7003 0.3176 
: 1.7616 0.7649 
0,8501 04136 inner 
1.2011 0.4637 
1.3876 0.5324 
1.0169 0.4026 181: , 
1,0206 0),4226 19% O1P 
1.2415 0.4960 a 
1,7021 0,6629 Linie 
0.8710 0.3931 diese 
0.8852 0.3971 
269.9 0.9057 0.4184 
265.5 2.1152 0.8609 0.3897 und | 
257.6 0.7961 0.3677 sein 
254.0 1.9164 0.7751 0.3802 
248,2 — 0.8146 0.4102 j 
239.9 1.2476 0,5926 | Falli 
237.8 1.4866 0.6812 ; 
234.5 0:8997 log a 
230,0 - OS911 log a, 
Tabe 
loy 


setze 


dere 


1) Zeitschr. f. wiss. Photogr. 24, 97, 1926; an dieser Stelle ist auch 
eine Ubersicht iitber die in Betracht kommende Altere Literatur gegeben. 











Messungen im Absorptionsspektrum des Blutes. 


Tabelle II. 





Differenzen der Logarithmen 
der Absorptionskonstanten @ aus Tabelle ! 
Wellenlange log @, — log ay 


log a log a, tur die 
At, . fur die erste und zweite 


erste Versuchsperson 


Ain wu Versuchsperson 
5461 0.405 0,736 
435.8 0.407 0.750 
365.5 0,415 0,719 
334.1 0.416 0.765 
313.2 0.402 0.749 
302.2 0.383 0,725 
2967 0,399 0.720 
7 289.5 0,410 0,738 
2655 0,390 0.734 
254.0 0,403 0.702 
Mittelwert: 0,403 0.734 





nlange A 


Abb, 2. Giultigkeit des Beerschen Gesetzes 


innerhalb dieses Bereiches mubte die Giiltigkeit des Beerschen Ge- 
setzes untersucht werden. 

Zu diesem Zwecke stellten wir uns Blutlésungen von 0,5, 0,2 und 
0.1 Proz. her und ermittelten bei jeder Lésung J,//J fiir die einzelnen 
Linien des Quecksilberspektrums von 2 = 577,9 bis 2 = 230,0 wu. Aus 
diesen Werten berechneten wir die Absorptionskonstante a (Tabelle 1), 
deren Logarithmen, voneinander subtrahiert, nach Gleichung (IV) 
und (IVa) gleich den Differenzen der Logarithmen der Konzentrationen 
sein sollten, unabhangig also von der Wellenlange. 

Aus Tabelle I] und Abb. 2 ersieht man, daB dies in der Tat der 
Fall ist: die Kurven, welche als Abszisse die Wellenlange /, als Ordinate 
log a aufweisen, haben gleichen Abstand voneinander. Die Differenzen 
loga, — log a, (a, und a, aus Tabelle 1) betragen im Mittel, wie 
Tabelle II zeigt, 0,403 und 0,734, wihrend man fiir log c, — log c, 
log 0,005 — log 0,002 = 0,40 baw. loge, — log cy = log 0.005 
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log 0,001 = 0,70 erhalt, wobei noch zu beriicksichtigen ist, daB das 
Blut der Lésung c, =- 0,001 einer zweiten Versuchsperson entnommen 
wurde. 

Das Beersche Gesetz besitzt also fiir Blutlésungen im Kon 
zentrationsbereich von 0,1 bis 0,5 Proz. im sichtbaren und _ ultra 
violetten Teile des Spektrums volle Gii/tigkeit'). 


2. Absorptionsspektrum des Gesamtblutes. 


Um festzustellen, ob sich das Absorptionsspektrum des Blutes 
fiir dieselbe gesunde Person innerhalb mehrerer Wochen erheblich ver 
andern kann, nahmen wir nach 8 Wochen eine weitere Blutkurve auf 
die in Abb. 3 eingetragen ist. Der in der Abbildung gestrichelt gezeichnete 
Kurventeil ist der Arbeit von Strub entnommen?). Man erkennt, daf 
sich unsere MeBpunkte*) den Werten von Strub gut einfiigen, und ersicht 
ferner aus der Kurve, daB die eigentliche Absorption des Blutes erst im 
violetten Teile des Spektrums liegt und sich von dort aus iiber das 
gesamte Ultraviolett erstreckt. Die Maxima der Absorptionskurvey 
liegen bei 575, 542 etwa 408, 338, 280, 270 uu; von 248 wu an steigt 
die Kurve auBerst steil an. 

In Tabelle I11, Spalte 6, sind die der Kurve entsprechenden Wert: 


der Absorptionskonstanten a [vgl. Gleichung (2b)] eingetragen. Si 


') In einer kiirzlich erschienenen Arbeit (diese Zeitschr. 179, 348, 1926 
hat Vilma Zilzer die Giiltigkeit des Beerschen -Gesetzes am Oxyhiamoglobin 
bei einer Wellenlange (4 = 537,4 uu) untersucht. Sie glaubt gréBere Ab- 
weichurgen vom Beerschen Gesetz feststellen zu kénnen, da einige ihrer 
Messungen bei gleicher Konzentration und verschiedener Schichtdicke 
sowie bei gleicher Schichtdicke und verschiedener Konzentration Wert: 
fiir « ergaben, die um mehrere Prozente voneinander abweichen. Man kant 
jedoch aus Tabelle III, 8S. 353 ihrer Arbeit ebenso eine Anzahl von Werte- 
paaren zusammenstellen, welche bei gleicher Konzentration und verschiec- 
dener Schichtdicke bzw. bei gleicher Schichtdicke und geanderter Kon 
zentration sehr gute Ubereinstimmung des sogenannten  spezifische 
Extinktionskoeffizienten aufweisen. Die bei den Messungen von Frl. Zi/z 
auftretenden wenigen gréBeren Abweichungen (etwa 20 bis 30 Proz.) diirfte 
also wohl zum Teil durch im Wesen der Apparatur liegende MeBfehler un 
nur teilweise durch Abweichungen vom Beerschen Gesetz bedingt sein 
DaB sich bei groBen Konzentrationsunterschieden Abweichungen um einig’ 
Prozente bei gréBeren Wellenlingen bemerkbar machen, ist bei der Groite 
der in Betracht kommenden Molekiile durchaus verstandlich und wurd: 
bereits von Strub (1. ce.) nachgewiesen. Fiir den Konzentrationsbereich vo: 
0,5 bis 0,1 Proz., den wir bei unseren Messungen verwandten, kommen si 
(insbesondere bei kurzwelligem Licht) jedoch, wie unsere Ergebnisse zeigen. 
nicht in Betracht. 

2) Die Werte von Strub sind auf gleiche Konzentration wie die unsrige! 
reduziert. 

3) In der Abbildung durch Kreuze bezeichnet. 
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as unterscheiden sich nur unwesentlich von den bei den ersten Messungen 
en [ erhaltenen a-Werten; die geringen Unterschiede sind vermutlich durch 
eine geringe Anderung der Blutkérperchenzahl bedingt. 
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Abb. 3. 


Absorption des Menschenblutes. ¢ = 0,002 (¢ = Konzentration). 


Tabelle II. 





Absorptionskonstante « bei c’ = 0,002 (bezogen auf Gesamtblut) fir 


Wellens Blutkérperchen- Blutkérperchen- 


lange lésung losung, Plasmaléiung Gesamt- blotigeens 
ec ungetahr 0,002 ge oo Versuch Nr. 30 —— emessen 

oe Versuch Nr. 35 Faktor: 1.308 Versuch Nr. 42 
579.9 0.2246 0,294 0,005 0,259 0,299 
546,1 0.2057 0,269 0,0281 0,297 0,2957 
496.0 0.0997 0.130 0,0498 0.180 0.1638 i 
435.8 0.5260 0,688 0,0491 0,737 0.7429 
494,7 1.3265 1,735 0,0510 1,786 1.7820 
390.7 0,6377 0.834 0.0260 0.860 0,8738 
365.5 0.3526 0.461 0.0248 0,486 0.4813 
334,1 0,3950 0,517 0,0567 0,574 0.5769 
313,2 0.2880 0.377 0,0605 0,438 0,4317 
302,2 0.2979 0,390 0,0924 0,482 0.4738 
296.7 0,3393 (0,444 0,1028 0,547 0.53811 
289.3 0.4688 0,613 0.1186 0.732 0.7318 
280,3 0.5562 0,728 0.1608 0.889 0.8860 
276.0 0.5613 0,734 0,1198 0.854 0,8475 
269.9 0.5823 0,762 0.1143 0,876 0.8916 
265.5 0,5657 0,740 0,1244 0,864 0,8678 
257,6 0,5193 0,679 0,1263 0,805 0.7773 
254.0 0,4872 0,637 0,1407 0,778 0.7803 
248.2 0,5196 0,680 0.1476 0,828 0.8217 
239.9 0.7522 0,984 0.2070 1,191 1.2133 
237,8 0.8900 1,164 0,3044 1,468 1,4348 
234.5 1,121 1,466 0,3573 1,823 1.703 
230,0 1,987 2.599 0.6057 3.205 


Biochemische Zeitschrift Band 184. 
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3. Absorptionsspektren der Blutkérperchen, des Plasmas und des Gesamtbluics. 


Tabelle 111 enthalt auBer den Absorptionskoeffizienten a fiir das 
Gesamtblut noch die Koeffizienten fiir die Blutkérperchen- und dic 
Plasmalésung in den Verdiinnungen (c’), wie sie im Blute enthalten 
sind. Die Konzentration der Blutkérperchenlésung konnte allerdings 
aus naheliegenden Griinden nicht ganz genau getroffen werden. Dies 
stérte jedoch nicht, da man sie in folgender Weise auf die Konzentration 
im Gesamtblut wmzurechnen vermag. Bei richtiger Konzentration ist 
die Absorptionskonstante a, des Gesamtblutes gleich der Summe der 
Absorptionskonstanten von Blutkérperchen (a,) und Plasma (a,), also 


a, = & + a). 
Daher ist 
Qa =-a- ay. 


Wir kénnen also zunichst angenahert a, fiir einige wenige Hg-Linien 


a, berechnet 


aus a, und a, berechnen und die Quotienten bilden; da 


a, gemessen 


dieser Quotient nach Gleichung (3) gleich *e = (c’ die ungenaue 
Ep. 
Konzentration) ist, ergibt sich aus ihm der Reduktionsfaktor c’ jc” 
mit dem die gemessenen Werte a, zu multiplizieren sind, um sie auf 
die richtige Konzentration c’ zu reduzieren (Spalte 3 der Tabelle I11) 
Addiert man nun die auf die Konzentration c’ = 0,002 reduzierten 
Werte a, der Blutkérperchen und die Werte @, des Plasmas, so erhiilt 
man die Werte a,, berechnet, der Spalte 5 in Tabelle II]. Wie man 
sieht, ist die Ubereinstimmung zwischen diesen berechneten Werten 
und den beobachteten (Spalte 6) Werten a, des Gesamtblutes recht 
befriedigend. Man ersieht hieraus, daB sich die Absorption des Gesamt- 
blutes additiv aus der Absorption der Einzelbestandteile zusammensetzt' ). 


Abb. 4 zeigt die Absorptionskurven des Gesamtblutes, der Kérperchen 
und des Plasmas; die des letzteren ist gegeniiber der Blutkérperchen 
absorption fast verschwindend klein, erst von 2 = 300 uy an beginnt 
ein merklicher Anstieg und verursacht das im Gesamtblut bei 280 ji): 
auftretende kleine Maximum. Von 4 = 245 uy an wiichst auch dic 
Plasmaabsorption ebenso wie die der Kérperchen sehr stark, bis sie 


1) Diese Feststellung ist unabhingig davon, ob fiir das Plasma das 
Beersche Gesetz gilt. Wenn wir auch nachgewiesen haben, daB dieses 
Gesetz fiir das Gesamtblut im Konzentrationsbereich von 0,5 bis 0,1 Proz. 
Giiltigkeit besitzt, so waren Abweichungen hiervon fiir das Plasma auc): 
innerhalb dieses Bereiches méglich, da die Absorption des Blutfarbstoffs 
im Gesamtblut die des Plasmas weit iiberwiegt. Wir werden deshalb dem- 
nichst auch die Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes fiir Plasma und Rerum 
untersuchen, um festzustellen, ob hier gréBere Abweichungen vorhanden sind 
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schlieBlich bei etwa 230 4 praktisch unendlich groB wird. In der 
Absorptionskurve des Plasmas in Abb. 4 sind die durch Differenz- 
bildung aus Gesamtblut- und Blutkérperchenabsorption erhaltenen 
Werte als Kreise eingetragen. Sie fallen mit der gemessenen Kurve 


gut zusammen. 


Wellerlange 

Abb. 4. 
Additivitat der Absorption des Plasmas und der Blutkérperchen zur Absorption des Gesamtblutes 

°——_—_—_——-+  Citratblut c = 0,002. 
* gewaschene Blutkérperchen c’*) 0,002 
-~x--—x Citratplasma c’*) = 0,002. 
. Citratplasma, berechnete Werte 
*) c’ = Konzentration unter Beriicksichtigung des Volumverhiltnisses von Blutkérperchen 

im Plasma 


Deutung der Versuchsergebnisse. 

Auf die wichtigen Schliisse, die sich in bezug auf die Physiologie des 
Blutes und somit auf die Handhabung der Strahlentherapie aus den 
Versuchsresultaten ergeben, wollen wir in einer folgenden Arbeit naher 
eingehen. An dieser Stelle sei nur einiges iiber die Art der Auswertung 
der erhaltenen Zahlen gesagt. 

Bekanntlich befinden sich in der tierischen Haut feine Kapillaren, 
durch welche sich die Blutkérperchen einzeln mit Plasmazwischen- 
riumen oder in Reihen') hindurchschieben?). Da die Kérperchen alle 
Lagen einnehmen kénnen, diirfen wir mit einem mittleren Durchmesser 
der in einer Kapillare dem Lichte entgegentretenden Blutkérperchen 


1) Die (grob gesprochen) linsenférmigen Blutkérperchen mit der Breit - 
seite aneinander gereiht. . 

*) Vgl. z. B. B. Ebbecke, Physiologie der Kapillaren. Naturwissensch. 
14, 1132, 1926. 
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Tabelle 1V. 





Absorption in Proz. des eins i Absorption in Proz. des ein- 
llenden Lichtes allenden Lichtes 
Wellen- - Wellen: = pepersanenans 
lange Blutkérperchen- Plasmaschicht linge || Blutkérperchen- Plasmaschicht 
schicht i| schicht ary 


, mn 7,8 « Dic 2 . 
Ain uu |) von 784 Dicke YOO 75 Dicke | 7 i, wu || von 7,84 Dicke 


von 7,8 4 Dicke 
683.0 5 296.7 61 
575.4 289.3 

546.1 280.3 

541,7 } 276.0 

505.5 2: 269.9 

496.0 2 265.5 

435.8 257.6 

404,7 254.0 

390.7 8: 248,2 

365.5 H 239.9 

334.1 : 237.8 92 
313,2 Di ¢ 234.5 96 
302.2 I 1: 230.0 100 


ar 





von 7,8 4 rechnen. Aus unseren a-Werten kénnen wir nun angenahert 
berechnen, wieviel Prozent des auffallenden Lichtes verschiedener 
Wellenlange eine solche Schicht absorbiert!). Tabelle IV enthalt di: 


a Ras Pine er Dao ne Sa ef ad 


\ = 
Bes it. 


2, al 
a a 
Welleriange A 
Abb. 5. 
- Absorption einer Blutkérperchenschicht von 7,8 u, 
< ° »  Plasmaschicht - 78m 
(in Proz. des einfallenden Lichtes). 


erhaltenen Zahlen, die in Abb. 5 nochmals dargestellt sind. Man er 
kennt, daB eine einzelne, von Blutkérperchen erfiillte Kapillare an der 
Grenze des Sonnenultravioletts bei 4 = 290 uu 73 Proz. und bei 
A = 405 wy (violett) 97 Proz. absorbiert, wahrend sie im Roten bei 


1) Diese wie die folgenden Berechnungen ergeben natiirlich nur an 
geniherte Werte, da sie unter der Annahme einer Giiltigkeit des Beer scher 
Gesetzes von der Konzentration c = 0,002 bis zu c = 1 durchgefiihrt 
sind; sie lassen jedoch die GréBe der fraglichen Vorginge bereits in gute 
Annaherung erkennen, da die Abweichungen vom Beerschen Gesetz auc!) 
innerhalb groBer Konzentrationsbereiche nur einige Prozente betragen. 
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Messungen im Absorptionsspektrum des Blutes. 


Tabelle V. 





-Eindringungstiefe* 3 


~Eindringungstiete* 0 
des Lichtes in das Blut 


WwW I 
des Lichtes in das Blut eBentings 


Wellenlange 


Ain uu 


683,0 
575.4 
546.1 
D41,7 
05.5 
496.0 
435,8 
404,7 
390.7 
365.5 
334,1 
313.2 
302.2 


in mm 


{ Mt 145 
0,083 
0,069 
0,092 
0.084 


Ain au 


2967 
289.3 
280.3 
276.0 
269.9 
265.5 
257.6 
254.0 
248,2 
239.9 
237.8 
2345 
230.0 


mn mm 


0.075 
0,062 
0,045 
0,047 
0,045 
0,046 
0.051 
Of 1 
0,049 
0,033 
0,028 


. 0.023 





A = 680 wu nur 5 Proz. wegnimmt. ‘Trifft das Licht hingegen auf 
Plasma auf, so werden bei 4 =: 578 wu nur 0,8 Proz., bei 4 = 450 wu 
7 Proz., bei 300 wu 13 Proz. zuriickgehalten. Kraftig tritt jetzt das 
Absorptionsmaximum des Plasmas bei A = 280 uu (22 Proz.) hervor. 

Noch deutlicher wird dies, wenn wir eine Art ,,Zindringungstiefe* 0 
in der Weise definieren, daB wir darunter die Schichtdicke des Blutes 
verstehen, in der 99 Proz. des eindringenden Lichtes absorbiert werden. 


Tabelle V gibt die Eindringungstiefe 6 in Millimetern in Abhangigkeit 
von der Wellenlainge an, Abb. 6 enthalt die zugehérige Kurve, 6 betragt 
bei 290 up 0.06 mm, bet 405 gu 0.05 mm und bet 680 wu 1,7 mm. 


Abb. 6. Eindringungstiefe des Lichtes in das Blut in mm. 


Aus den oben erwahnten Versuchen v. Schuberts geht hervor, daB 
die Strahlen des sichtbaren und ultravioletten Spektrums das Blut 
erreichen; Abb. 5 und 6 ergeben andererseits deutlich, dag der Licht. 
absorptionsprozeB im Blute und damit auch die durch thn bedingten 
physiologischen bzw. photochemischen Umwandlungen offenbar in ganz 
geringer Tiefe der Haut vor sich gehen miissen, sofern es sich um sichtbare 
oder ultraviolette Strahlung handelt. Man wird daher eine erhéhte 
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strahlentherapeutische Wirkung auf den Kérper erzielen, wenn man 
wahrend der Strahlenbehandlung fiir eine gute Durchblutung der Haut 
sorgt; hierdurch wird zugleich der photochemische Umsatz vergréferi 
da in der Zeiteinheit eine gréBere Anzahl von Blutkérperchen bzw. eine 
gréBere Menge Plasma der heilenden Strahlung ausgesetzt sind’). 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die Giiltigkeit des Beer schen Gesetzes im sichtbaren und 
ultravioletien Absorptionsspektrum bei Blutléisungen in einem Kon. 
zentrationsbereich von 0,1 bis 0,5 Proz. untersucht und bestatigt. 


2. Die quantitative Ermittlung der spektralen Blutabsorptions. 
kurve, der Absorptionskurven der Blutkérperchen und der des Plasmas 
von 578 bis 230 uu ergibt, daB sich die Absorption der Blutbestandteile 
additiv zur Absorption des Gesamtblutes zusammensetzt. 


3. Aus den erhaltenen Werten der Absorptionskonstanten wird 
mit guter Anni&herung berechnet, wieviel Prozent der auffallenden 
Strahlung im sichtbaren und ultravioletten Spektrum von einer 7,8 y 
(mittlerer Durchmesser der Blutkérperchen) dicken Blutkérperchen- 
schicht absorbiert werden; ferner wie groB die ,,Hindringungstiefe’ 
der Strahlen verschiedener Wellenlinge in das Blut ist, wenn man 
unter ,,Eindringungstiefe“ diejenige Blutschicht versteht, die 99 Proz 
der einfallenden Strahlung absorbiert. 


1) Will man dagegen eine lokale Lichtwirkung erzielen, so ist die Blutleere 
durch Druck das Gegebene, eine Methode, wie sie ja auch bei der Lupus- 
bestrahlung geiibt wird. 
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Beitrige zur Kenntnis der Gallensekretion. IV. 


Von 
Ernst Neubauer. 
(Aus der I. medizinischen Universitaétsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 8. Marz 1927.) 


In der kleinen Gruppe der choleretisch wirkenden Gallensiuren 
steigt sowohl bei Wasserstoff- wie auch bei Sauerstoffabspaltung die 
gallensekretionsférdernde Kraft, so daB die WirkungsgréBe von der 
Cholsiure zur Dehydrocholsaure, von der Desoxycholsiure zur Desoxy- 
dehydrocholsaure, ferner auch von der Cholsiure zur Desoxycholsiure 
zunimmt. Dabei steigert die Reduktion die Giftigkeit dieser Kérper, 
die Dehydrierung setzt sie herab, so daB in der Dehydrochalsdure ein 
Optimum therapeutischer Verwendbarkeit gefunden werden konnte’). 
Hatten friihere Beobachtungen gezeigt, daB die Abspaltung eines 
Atoms Sauerstoff aus einer Hydroxylgruppe der Cholsaure (= Trioxy- 
cholanséure) in der Desoxycholsaure (= Dioxycholansiure) die chol- 
eretische Wirkung steigert, daB ferner die nicht hydroxylierte Cholan- 
siure in dieser Hinsicht wirkungslos ist'), so sollte nun auch noch die 
Monoxycholansaure in die Untersuchung einbezogen werden, eine von 
H. Fischer*) als Lithocholsiure in Rindergallensteinen gefundene, von 
H. Wieland und P. Weyland*) aus normaler Rindergalle dargestellte 
und in ihrer Konstitution weitgehend aufgeklarte, zwischen einer 
choleretisch héchst wirksamen und einer unwirksamen stehende Gallen- 
siure. Von dieser in reinem Zustand schwer zuginglichen Substanz 
standen mir durch das mich zu groBem Danke verpflichtende Ent- 
gegenkommen Herrn Professor Wielands 57 mg zur Verfiigung; sie 
wurde an Kaninchen in der friiher beschriebenen Versuchsanordnung 
erprobt. Da nach Wieland das Natriumsalz der Lithocholséure in 
Wasser schwer léslich ist, wurde nach seiner Angabe die Séure zunichst 


1) Ernst Neubauer, diese Zeitschr. 130, 556, 1922; 146, 481, 1924; 
Klin. Wochenschr. 2, 1065, 1923. 

*) Zeitschr. f. phys. Chem. 73, 204, 1911. 

3) Ebendaselbst 110, 123, 1920. 
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in heiBem Alkohol gelést und zu der warmen Lésung die berechner: 
Menge NaOH n/20-Lésung zugesetzt; ebenso wurde mit aquimole 
kularen Mengen von Cholsiure bzw. Desoxycholsiure vorgegangen 
die zum Vergleich und zur Kontrolle herangezogen wurden. 
Mann! 


Versuch 48. 


Mannliches Kaninchen, 2400 g. Urethannarkose, Jugularvenenkaniile, 
Choledochusfistel bei abgeklemmtem Ductus cysticus. 





: Gallenmenge Oberflaichens Spez. 
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In diesem Versuch, in dem die Cholséure ihre typische Wirkung : 
zeigt, ist die Lithocholsiure wirkungslos geblieben. Da aber das Tier Zeitse 
16 Minuten nach der Einspritzung der Lithocholsiure einging, war 
die entfernte Méglichkeit vorhanden, daB diese Substanz in der an. 
gewandten GabengréBe den Gesamtorganismus oder die Leber so 
geschidigt hatte, daB ihr etwaiger férdernder EinfluB nicht in Fr 
scheinung treten konnte. Doch gelang es, mit dem geringen 
noch verfiigbaren Rest der Substanz den erhobenen Befund zu 
bestatigen. Friihere Erfahrungen hatten gelehrt, daB schon Dosen 
von wenig mehr als 1 mg Desoxycholsaure auf je 1 kg Kérpergewicht 
zweifelsfrei eine choleretische Wirkung erkennen lassen, vorausgesetzt. 
daB ein Tier in Beobachtung stand, dessen Gallensekretion von be- 
sonders konstanter GréBe war. Man hat dabei die Gallentropfen in 
kleinen Zeitriumen (Minuten) zu zaihlen, da die Wirkung so kleiner 
Mengen choleretischer Substanz bei Messung der in gréBeren Zeit- 
raumen (5 oder 15 Minuten) gelieferten Galle verdeckt wird. Es wurde 
also in einem weiteren Versuch die in Minuten fallenden Gallentropfen 
gezahlt und, als sich die Gallentropfenzahl als véllig konstant erwiesen 
hatte, zunichst Lithocholsdure, spaiter in Aquimolekularer Menge 
Desoxycholsaure intravenés injiziert. Zur Lésung der geringen Sub 
stanzmengen war nicht mehr als 0,1 cem Alkohol erforderlich, wahrend 
im vorangehenden Versuch je 0,5cem verwendet wurden; doch ist 
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auch diese beim Erwirmen noch geringer gewordene Menge so klein, 

da8 sie nicht als choleresehemmend in Betracht zu ziehen ist'). 
Versuch 49. 


Mannliches Kaninchen, 2400g, Urethannarkose, Jugularvenenkaniile, 
Choledochusfistel bei abgeklemmtem Ductus cysticus. 


Zahl der in je 1 Minute abflieBenden Tropfen Galle: 
3,6 mg Lithocholséure als Natriumsalz 
¥ 
4, 4, 4, 4, 4, 4, , 4, 4, 4, 4, 4, 4, 4, 4, 4, 4, 
4, 4, 4, 3, 4, 5, 5, 4, 444646 4 4 4 
A 


3,75 mg Desoxycholsiure als Natriumsalz 


4, 4, 4, 4, 
5, 4. 4, 4, 


. , » Vs 


Die Lithocholséure hat sich also als choleretisch unwirksam er- 
wiesen. Von den vier Gliedern der Reihe Trioxy-, Dioxy-, Monoxy- 
cholanséure und Cholanséure steigern nur die beiden ersten, und zwar 
die zweite (Desoxycholsiure) mehr als die erste (Cholsdiure) die Gallen- 
sekretion, die beiden letzten nicht. Von allen untersuchten Gallen- 
siuren konnten bis nun nur Monocarbonsaéuren mit zwei oder drei 
OH- oder CO-Gruppen als choleretisch wirkend festgestellt werden. 


1) J. Pohl, Zeitschr. f. exper. Med. 30, 423, 1922; E. Stransky, diese 
Zeitschr. 155, 256, 1925. 





Eine neue gebrauchsfertige Apparatur zur elektrochemischen 
Messung der Wasserstoffionenkonzentration. 


Von 


F. Emslander (Regensburg). 
(Eingegangen am 9. Marz 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 
Unter obigem Titel bringt Herr Professor Dr. H. Liiers in 171 


119, 1926 dieser Zeitschr. Ausfiihrungen, die eine Richtigstellung er. 
fordern. H. Liiers schreibt: ,,Bisher muBte die Apparatur zu Potential. 
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messungen jeweils aus einzelnen Teilen zusammengesetzt werden, was 
mancherlei Nachteile im Gefolge hatte. Der damit verkniipfte Zeitaufwand, 
ferner zahlreiche Anfragen von Fachkollegen oder Interessenten nach 
solchen Apparaten waren die Veranlassung, daB wir einen vollstandig ge- 
brauchsfertigen Apparat zu konstruieren versuchten. Der Vorteil einer 





Abb. 2. 


stets gebrauchsfertigen Apparatur und die schnelle, einfache Handhabung 
verkiirzen die zur Messung notwendige Zeit sehr erheblich, so daB die Be- 
stimmung der (H’) nun auch in solchen Fallen erfolgen kann, wo man sich 
bisher mit anderen, weniger genauen Untersuchungsmethoden begniigte™. 

F. Emslander') hat bereits im Jahre 1913 die Messung der Wasser- 
stoffionenkonzentration in die Cymotechnik eingefiihrt. Damals schon 


1) F. Emslander, Kolloid-Zeitschr. 18, 156, 1913. 
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das Bediirfnis nach einer handlichen Apparatur herausgestellt. Wir ko) 
struierten deshalb mit Hilfe der bekannten Firma Fritz Kéhler, Universitits 
mechaniker in Leipzig, eine der heutigen Liiersschen Ausfiihrung gleic} 
wertige MeBapparatur. Dieselbe kam 1914 in den Handel, wurde in ver 


an der wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen, was Herr 
Professor Dr. Liters damals schon bekannt war. Abb. 1 ist ein Bild dey 
Apparatur aus jener Zeit, wodurch weitere Ausfiihrungen sich eriibrige: 
diirften. 

Seit jener Zeit hat das Interesse an derartigen MeBmethoden erheblic! 
zugenommen, weshalb wir es unternommen haben, eine ganz besonders 
einfache und dadurch auch sehr billige Apparatenzusammenstellung dure! 
die bereits erwahnte Firma Fritz Kéhler ausfiihren zu lassen, deren A} 
bildung ebenfalls weitere Ausfiihrungen ersparen diirfte (Abb. 2). 

Es sei nur erwahnt, daB die kompendiése Ausfiihrung neben anderen 

} dadurch erreicht wurde, daB der MeBdraht zur Halfte umgelegt wird. Der 
MeBdraht hat eine Lange von 1018,7 mm, gestattet also ohne jede Un 
rechnung das Ablesen von Millivolt. Je nach den Bediirfnissen wird der 
MeBdraht einmal fiir einen MeBbereich von 0 bis 600 Millivolt (besonders 
auch fiir die Chinhydronmethode) oder aber von 400 bis 1018,7 Millivol: 
zur Ausfiihrung gebracht. 

Zweck dieser Darlegungen ist eine Richtigstellung der von H. Liiers 
gemachten Ausfiihrungen, womit ich die Prioritét der in Frage stehenden 
Apparatur fiir meine Person reklamiere. 


hat sich aus den gleichen Griinden, die H. Liiers jetzt ebenfalls angilt. 


schiedenen Betrieben und Instituten eingefiihrt, unter anderen im Jahre 19) 5 
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Vorliufige Versuche iiber die 
allgemeine Bedeutung der Kohlensiaure fiir die Pflanzenzelle 
(Versuche an Aspergillus niger). 


Von 


August Rippel und Hermann Bortels. 


Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Bakteriologie der Universitat 
Gottingen.) 


(Eingegangen am 10. Mdrz 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Gelegentlich der Bearbeitung anderer Fragen haben wir einige 
Versuche dariiber angestellt, ob vélliger AbschluB der Kohlensiure 
der Luft auf Aspergillus niger von irgend einem erkennbaren Einflub 
ist. Wir kamen dabei zu dem gewiB etwas iiberraschenden Ergebnis, 
daB deren Gegenwart fiir den Pilz férderlich (wenn nicht notwendig) 
ist. Da jedoch ein vélliger Ausschlu8 der Kohlensiure bei einem er- 
wachsenen Pilzmycel infolge der kraftigen Kohlensaiurebildung nicht 
méglich ist, so sollen unsere Versuche zunachst nur die Wirkung der 
Kohlensiure auf das allererste Wachstum, das Keimungsstadium, 
zeigen. Ob die von uns beobachtete Erscheinung auch auf den ge- 
samten Lebensablauf iibertragen werden kann, soll weiter unten noch 
kurz erértert werden. 

Uber den Einflu8 der Kohlensiure ist, wenn wir von der selbst- 
verstandlichen und hier nicht zu beriicksichtigenden Bedeutung fiir 
die Autotrophen absehen, bereits eine Anzahl von Arbeiten er- 
schienen, die sich teils mit dem hemmenden EinfluB héherer Kon- 
zentrationen, teils mit der ,,stimulierenden*“ Wirkung geringerer (aber 
iiber den Gehalt normaler Luft daran hinausgehender) Konzentrationen 
beschaftigen. Beide Fragen spielten bei unseren Versuchen keine Rolle; 
wir versuchten vielmehr, den EinfluB eines vélligen Fehlens der Kohlen- 
siure festzustellen, wihrend man eben bisher, soweit uns bekannt ist, 
nicht unter den normalen Kohlensauregehalt der Luft herunterging. 

Die erste Beobachtung, von der wir ausgingen, war die, dab 
Aspergillus niger, mit dem wir alle Versuche anstellten, bei Impfung 
mit Sporen, auf einer Nahrlésung, durch die CO,-freie Luft hindurch- 
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gesaugt wurde, nicht recht wachsen wollte: die Sporen keimten abnorm 
spat, und der Pilz entwickelte sich weiter sehr schlecht. Wurde di 
zur CQO,-Absorption verwendete Apparatur entfernt und ein gewéhn 
licher Wattepfropfen aufgesetzt, so kam das Wachstum normal und 
schnell in Gang. Es schien sich ferner der Pilz in einer nicht sterilisicrtey 
Lésung, beim Durchsaugen C O,-freier Luft normal zu entwickeln, was 
unschwer durch das Austreiben der Kohlensiure aus der (sauren 
Nahrlésung wahrend des Sterilisierens erklart werden konnte. Wir 
untersuchten die auffallende Erscheinung nunmehr etwas niaher. 


1. Versuchsanordnung. Zwei vollig gleiche 1-Liter-Erlenmeyerkolbe: 
waren, nebeneinander gekoppelt, an die Saugpumpe angeschlossen. Ein 
langsamer Luftstrom, durch Glashahn zwischen Kolben und Pumpe 
reguliert, strich zunachst durch drei dreiteilige Kugelapparate, die bei den 
einen Kolben mit 40proz. Kalilauge, bei dem anderen mit destillierten 
Wasser gefiillt waren. Dann gelangte er durch ein langes Rohr bis dicht 
iiber die Nahrlésung und wurde oben im Kolben durch ein kurzes Roly 
wieder abgesaugt. In beiden Kolben war der Luftstrom durch Quetschhahne 
zu gleicher Starke reguliert. AuBerdem hing in jedem Kolben dicht iiber 
der Fliissigkeit ein Napfchen mit 40proz. KOH bzw. mit H,O. Nah 
lésung (je Kolben 200 cem): H,O 100, Dextrose 5, NH,NO, 0,5, KH,PO, 
0,25, MgSO, 0,125, Fe (als FeSO,) 0,001, ZnSO, 0,0001. 

Die ganze Apparatur ohne die Kugelapparate wurde 1% Stunde in 
strémenden Dampf sterilisiert, dann sofort an die Kugelapparate an 
geschlossen und auf der anderen Seite abgeklemmt, so daB die bei der 
Abkiihlung eindringende Luft die Kalilauge passieren muBte. Am 2. Oktober 
1925 wurde mit Sporen geimpft und sofort bei 17° an die Saugpumpe an 
geschlossen. Am folgenden Tage wurde bei 27° an der Saugpumpe weiter 
kultiviert. Hier wie auch spaiter wurde die Kultur stets 1 Tag bei einer fii 
Aspergillus niedrigen Temperatur stehengelassen, um die Keimung zu ver 
zégern und der endgiiltigen Absorption der Kohlensiure geniigend Zeit 
zu lassen. Am 5. Oktober: KOH erneuert, unter Abklemmen beider 
Kulturen. Mit CO, zeigte bereits deutliche Mycelinseln, ohne CO, noch nichts. 
Hier wurden erst am 6. Oktober zwei schwache Mycelinseln sichtbar; 
von da an nahm das Wachstum rasch zu. Am 8. Oktober hat ohne CO, 
lauter kleine Mycelinseln, mit CO, eine nicht véllig zusammenhingende 
Decke. Das Frischgewicht der Mycelien war mit CO, 8,5 g, ohne CO, 3,5 ¢ 

Dergleichen Versuche wurden wiederholt durchgefiihrt, immer wieder 
mit demselben Ergebnis: Die Kohlenséure hat offenbar auf Keimung oder 
Wachstum von Aspergillus oder auf beide Vorgange einen groBen Einflud. 
Allerdings konnte niemals die Keimung véllig verhindert werden; das ist 
aber nicht verwunderlich, wenn man bedenkt, da®B gewissermaBen der 
Ansto8 zur weiteren Entwicklung gegeben ist, sobald auch nur eine einzige 
Spore gekeimt ist, da der Pilz dann ja selber Kohlenséure produziert 

2. Versuchsanordnung. Weiter wiederholten wir den geschilderten Ver- 
such mit kleinen Abanderungen. So wurde die Natronlauge durch Natron 
kalk ersetzt; oder wir verwendeten statt der Erlenmeyerkolben grote 
1 Liter fassende Becherglaser (ohne AusguB) und saugten die Luft ab durcli 
eine Saugkapsel von fast der Breite des Becherglases (eine allseitig ge 
schlossene, auf der breiten Seite perforierte Glasglocke), die mit Natro: 
kalk bzw. Glasperlen gefiillt war und dicht iiber der Fliissigkeitsoberflache 
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endigte. Ferner kochten wir das Wasser der Nahrlésung nach Zusatz einer 
Spur Schwefelsiure vor der Verwendung 8 bis 10 Stunden aus. Niemals 
aber war das Ergebnis anders. Nur einmal war zwischen ohne und mit CO, 
kein Unterschied zu bemerken, als naémlich die fertige Nahrlésung vorher 
§ Stunden gekocht worden war und der Zucker in braune Huminstoffe 
iibergegangen war (feinflockiger Niederschlag). Doch braucht auf diesen 
ganz anomalen Fall kein Gewicht gelegt zu werden. 

3. Versuchsanordnung. Zur endgiiltigen Entscheidung unserer Frage 
wendeten wir nun noch weitere VorsichtsmaBregeln und Anderungen an: 
Mit 0,005 Proz. Fe anstatt 0,001 Proz., aber sonst gleicher Nahrlésung. 
Die Anordnung der Apparatur war etwas verindert, indem die Luft bei 
mit CO, nicht durch destilliertes Wasser, sondern durch mit Schwefelsaéure 
schwach angesdiuerte Kochsalzlésung vor dem Eintreten in das Kultur- 
gefaB geleitet wurde. Vor und nach dem Versuch wurde der Unterdruck 
in beiden KulturgefaéBen durch ein Manometer kontrolliert: er war in beiden 
gleich. Der Verlauf des Versuchs war wie oben geschildert und wurde 
ebenfalls mehrmals mit gleichem Ergebnis wiederholt. Es ergab sich z. B.: 
mit CO, 11,5 g, ohne CO, 6,5 ¢. 

4. Versuchsanordnung. Weiter wendeten wir noch folgende Anderung 
des Versuchs an: Bei beiden KulturgeféBen lieBen wir die Luft vor dem 
Eintreten in das KulturgefaB erst durch die gleiche verdiinnte Schwefelséure 
streichen, so daB sie in beiden Fallen (mit und ohne CO,) mit der gleichen 
Dampfspannung in dem Kulturgefé8 ankommen muBte. Diese Vorsichts- 
maBregel war notwendig in Hinsicht auf die Versuche von Walter') iiber 
die Bedeutung der Dampfspannung fiir das Wachstum, wenn dieser Um 
stand allerdings auch bei unseren Versuchen keine ganz ausschlaggebende 
Rolle spielen konnte, da wir ja auf verdiinnter Nahrlésung kultivierten. 
Abgesaugt wurde durch die bereits erwahnte (diesmal leere) Saugkapsel. 

Die Nahrlésung war: H,O 100, Dextrose 2,5, (NH,),SO, 0,5, 
KH,PO, 0,1, MgSO, 0,05, Fe (als FeSO,) 0,005, ZnSO, 0,0001., Das 
Wasser fiir die Nahrlésung bei diesem wie auch den folgenden Versuchen 
wurde einem gréBeren Vorrat von schwach angesiuertem, 2 Stuhden 
lang gekochtem und dann iiber 40 proz. Kalilauge aufbewahrtem destilliertem 
Wasser entnommen. Dementsprechend wurde nicht mehr sterilisiert. 
Nach reichlicher Beimpfung am 21. Dezember 1925 an die Saugpumpe 
angeschlossen; abends bis zum anderen Morgen im kalten Zimmer, dann 
bei 25° weiter kultiviert. Am 23. Dezember kann makroskopisch nur bei 
mit CO, Keimung festgestellt werden, bei ohne CO, erst am nachsten Tage. 
Ernte am 25. Dezember Trockengewicht: mit CO, 0,88 g, ohne CO, 0,30 ¢. 

Es sei nochmals ausdriicklich bemerkt, daB bei dem eben beschriebenen 
Versuch alle Bedingungen gleich waren (Unterdruck im Kulturbecher, 
Dampfspannung der einstrémenden Luft usw. bis auf die Kohlenséure). 
Daneben liefen noch weitere Versuche von einfacherer Anordnung. 

5. Versuchsanordnung. Unter einer mit Vaseline gut abgedichteten 
Glasglocke stand eine Schale mit 40proz. Kalilauge bzw. unter einer anderen 
mit 40proz. Schwefelsiure oder auch mit Chlorcalcium. Auf dieser Schale 
stand ein Drahtnetz mit einem die Nahrlésung enthaltenden Schalchen. 
Die Nahrlésung wurde mit vorher 2 Stunden gekochtem Wasser angesetzt, 
kam heiB in die Schalchen und blieb bis zur Abkiihlung unter der Glocke. 
Dann wurde geimpft, die Glocken natiirlich sofort wieder geschlossen. Sie 


1) H. Walter, Zeitschr. f. Botanik 16, 353, 1924. 
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blieben erst 1 Tag bei niederer Temperatur stehen, dann im Brutzimme: 
Trockengewicht nach 3 Tagen: mit CO, 0,46 g, ohne CO, 0,11 g. Bei einen 


gleichen, zu anderer Zeit angestellten Versuch war nach 3 Tagen bei mit (0 


bereits ein kleines Mycel gebildet, ohne CO, die Sporen erst eben gekeimt 


In dieser letzten Kultur lagen aber verhaltnismaBig mehr Fléckchen am 


Grunde der Schale. 

6. Versuchsanordnung. Von weiteren Versuchen sei noch folgender 
erwahnt: je 20 ccm Nahrlésung [abgekochtes Wasser 100, (N H,),SO, 0,5 
KH, PO, 0,25, MgSO, 0,125. Spur Mohrsches Salz}] wurden mit 80 cen 
ausgekochten Wassers verdiinnt und im Quarzkolben wahrend mehrere: 
Stunden wieder auf 20ccem eingedampft (zur médglichst vollstandiger 
Austreibung der Kohlenséure). Dann wurden beide Lésungen mit }: 
1 Proz. Dextrose versetzt und sofort in der bei Versuch 5 beschriebene: 
Weise unter die Glocken gesetzt. Trockengewicht nach 2 Tagen: mit 
CO, 0,06 g, ohne CO, 0,004 g. 

7. Versuchsanordnung. Da sich bei allen beschriebenen Versucher 
herausgestellt hatte, daB offenbar insbesondere auch die Keimung dure! 
das Fehlen der Kohlenséure verzégert wird, haben wir diesen Vorgang 
mikroskopisch verfolgt. Auf Objekttragern wurden Glasringe séurefest 
aufgekittet und 0,1 cem 1- bis 2proz. Kalilauge bzw. 2- bis 4proz. Schwefe! 
siure') hineingefiillt. Darauf wurden Deckgliser mit Wachs luftdicht 
gekittet, die auf der Unterseite eine diinn mit Sporen besate Agarschicht 
trugen (abgekochtes Wasser 100, Saccharose 5, (NH,),.SO, 0,5, KH,PO, 
0,2, MgSO, 0,1, Agar 1,5). Auch hier lieBen wir erst 1 bis 4% Tag in der 
Kilte stehen und stellte sie dann ins Brutzimmer bei 25 bis 30°. Das mikro 


skopische, mit dem Zeichenapparat aufgenommene Bild eines dieser Ver 
suche nach etwa 24 Stunden zeigt Abb. 1. Die Sporen iiber Schwefelsiur 


2. 
“es 


Mit Kohlensaéure Ohne Kohlensaure 


bei gleicher VergréBerung (etwa 200 fach) 


waren mit ganz wenig Ausnahmen schon gequollen bzw. an anderen Stelle: 
schon gekeimt, wahrend die iiber Kalilauge noch ungekeimt und erheblic! 
weniger gequollen waren. Man sieht an der Abbildung deutlich, dai di 
Sporen bei -+- CO, entweder voll gequollen sind oder gar nicht; es sind cies 
offenbar besonders ,,hartschalige“‘, wenn wir einen fiir die Samen héherer 
Pflanzen iiblichen Ausdruck anwenden wollen. Bei — CO, dagegen seher 
wir alle Abstufungen von ginzlich ungequollenen zu bereits voll gequollenen. 


1) Bei diesen und den folgenden Versuchen verwandten wir stets 
Schwefelsiure von etwa doppelt so hoher Konzentration wie Lauge, um (ir 
Dampfspannungsunterschiede méglichst ungiinstig zu gestalten. 
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worn deutlich die Verzégerung in der Quellung zum Ausdruck kommt. 
Es sei hierbei noch ausdriicklich bemerkt, daB in obiger Abbildung fiir 

CO, absichtlich eine Stelle mit besonders vielen ungequollenen Sporen 
ausgewahlit wurde; an anderen Stellen fanden sich deren nur sehr wenige. 

Das geschilderte Bild war nun bei vielen angestellten Versuchen 
dieser Art immer das gleiche: Schon nach 10 Stunden keimten die 
Sporen tiber Schwefelsaure, und zwar alle gleichmaBig, nur wenige 
blieben ungekeimt. Zur selben Zeit waren stets die Sporen tiber Kali- 
lauge noch alle oder gréBtenteils ungekeimt oder auch noch nicht ge- 
quollen. Wenn nun iiber Kalilauge zu solch friihem Zeitpunkt hier und 
da schon Keimung eingetreten war, so war das stets an solchen Stellen 
der Fall, an denen die Sporen in dichten Haufen zusammenlagen. Und 
hier sah man stets, dap die Keimschlduche unten aus dem Knéduel heraus- 
kamen, niemals aus dem oberen oder den peripheren Teilen. Offenbar 
also kommen sie aus Teilen, wo die Diffusion der Kohlensiure und 
damit ihre Entfernung gehemmt ist, wenn nicht das Wachstum in 
diesen Fallen sogar von anhaftenden Hyphenresten ausging, was wir 
nicht entscheiden konnten. Jedenfalls aber breitete sich von diesen 
Keimzentren aus das Mycel auBerst schnell iiber die ganze Agarschicht 
aus. Nach 15 bis 20 Stunden war in + CO, der Agar bereits dicht iiber- 
sponnen, in CO, waren erst einzelne Fléckchen sichtbar, nach 
weiteren 15 Stunden war jeder sichtbare Unterschied verwischt 

8. Versuchsanordnung. Es lag nun nahe, zu priifen, ob einé Keimung 
der Sporen eintritt, wenn dafiir gesorgt wurde, daB alle Sporen einzeln 
verteilt auf der Oberflaiche des Agars zerstreut lagen. Es durfte dann natiirlich 
nicht mit der Nadel geimpft werden; wir verfuhren folgendermaBen: 
Petrischalen wurden mit einer Agarschicht beschickt und umgekehrt tiber 
eine Schicht 1l- bis 2proz. Kalilauge bzw. 3- bis 4proz. Schwefelséure in 
einer groBen Schale gestiilpt; auBen umschichteten wir mit fliissigem 
Paraffin. Der Agar war vorher folgendermaBen beimpft: In reinem, wasser 
freiem Ather') wurde eine sehr diinne Sporenaufschwemmung hergestellt 
und von diesem 5 cem auf die Agarschicht gegossen. Dann wurde der Ather 
schnell durch Blasen verdampft und die Petrischalen wie oben geschildert 
aufgestellt. 

Nach etwa 30 Stunden bei 30° war der ganze Agar bei + CO, von 
jungem Mycel iiberzogen, bei CO, war makroskopisch nichts zu sehen. 
Mikroskopisch zeigte sich aber, daB auch hier die einzeln liegenden Sporen 
eben gekeimt waren. Aber das ist auch vielleicht erklarlich; denn durch die 
Art und Weise der Impfung liegt durchaus die Méglichkeit vor, daB die 
Sporen fest an die Agarschicht gepreBt werden und hierdurch die Diffusion 
8 fest die A hicht Bt i i hierdurch die Diff 
der Kohlensdure erschwert wird. Im iibrigen ist ja der Unterschied wie bei 
den friiher geschilderten Versuchen vorhanden. 


Wenn wir nun nach der allgemeinen Bedeutung der hier geschilderten 
Versuche fragen, so stoBen wir leider auf die Tatsache, daB man sich 


1) Wasserfreier Ather, Alkohol, Chloroform dringt ja bekanntlich in 
die trockenen Sporen nicht ein. 
Biochemische Zeitschrift Band 184 16 
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bisher, von den Autotrophen abgesehen, mit der Wirkung der Kohlen 
siure auf die normale Pflanzenzelle noch kaum befaBt hat. Es liegen 
nur, wie unter anderem bei Chapin') einige Angaben iiber die narkotisc 
Wirkung sehr hoher Konzentrationen oder iiber die ,,Reizwirkung 
von Konzentrationen von etwa | bis 2 Proz. vor: Das Wachstum héhere; 
Pflanzen wird geférdert. Den vélligen AbschluB von der Kohlensiur: 
der Luft hat man aber iiberhaupt noch nicht beriicksichtigt. De. 
Begriff ,,Reizwirkung besagt zuniichst natiirlich noch gar nichts 
Uns scheint es, daB die Wirkung der ja in jedem lebenden Organismus 
gebildeten Kohlenséure nur verstanden werden kann, wenn man versucht 
ihr ganz allgemein eine im Stoffwechsel notwendige Rolle zuzuweisen 
sie nicht nur als ein Exkret aufzufassen, das méglichst schnell aus de: 
Zelle entfernt werden muB. Dieser Vorstellung wiirde auch dir 
oben erwabnte ,,Reizwirkung der Kohlensiure zwanglos eingliedern 
Andeutungen zu notwendigen Funktionen bis zum Ausscheiden sind 
vorhanden. So rechnet man seit Pantanelli?) damit, daB die Kohlen. 
siure ein notwendiges Vehikel fiir die Nahrstoffaufnahme sei in Hinsicht 
auf lonenaustausch. Diese Funktion kommt jedoch bei unseren Ver 
suchen mit der ausgesprochenen Hemmung der Quellung nicht in 
Frage. Aus demselben Grunde scheint uns auch nicht eine etwaige 
versteckte Autotrophie des Aspergillus (die wir im iibrigen durchaus 
fiir méglich halten und von welchem Gesichtspunkt die ersten Versuche 
angestellt wurden) der Grund fiir die beobachtete Kohlensiurewirkung 
zu sein. Starker in Betracht gezogen hat man eine normale Rolle der 
Kohlensaure im tierischen Stoffwechsel; es soll hier nicht darauf ein. 
gegangen werden; wir begniigen uns, die einzige uns (nach Beendigung 
. der mitgeteilten Versuche) bekannt gewordene Ansicht zu zitieren 
[Nowy, Roehm, Soule*)], die von diesem Gesichtspunkt aus der Kohlen 
siure auch fiir den pflanzlichen heterotrophen Stoffwechsel eine bh: 
deutsame Rolle zuweist (8S. 110): 

» The oxidation changes which take place within a unicellular organism, 
taken als a whole, are in no wise different from those of the constituent 
cells which go to make up the higher animal or plant. Carbonic acid is 
always the end-product in this combustion, and, in the case of aerobic 
organisms, it is in definite relation to the amount of oxygen consumed, 
that is to say, for a given medium the respiratory quotient is constant. 
Viewed only from one side, it is customary to state that such organisms 
require oxygen. This is true, but only in part, since there is good reason 
to believe that without carbonic acid such oxygen cannot be fully utilized 
by some organisms. 


') P. Chapin, Flora 1902, Erganzungsband, 8. 348. 
2) E. Pantanelli, Jahrb. f. wiss. Bot. 56, 689, 1915. 
3) F.G. Nowy, H.R. Roehm und M.H. Soule, Journ. of infectious 


Diseases 36, 109, 1925. 
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Carbonic acid is essential to the life of higher animals; its decrease by 
overventilation leads to startling and even serious results. Waste product 
though it is, it is indispensable as a stimulus to the respiratory center, 
and is thus of benefit to the body complex. It may therefore be laid down, 
as a working hypothesis, that carbonic acid is an equally essential stimulus 
for the growth of unicellular organisms. Evidence for this view is to be 
sought among the slow-growing organisms, but as yet it has not been 
produced.“ 


Versuche haben die Verfasser keine gemacht. Eine weitere Angabe 
von Rockwell’) iiber die Notwendigkeit der Kohlensaure fiir Anaeroben 
diirfte, da die Dampfspannung nicht beriicksichtigt wurde, kaum 
entscheidend in Frage kommen. 

Fiir die vorliegende Frage mu8 nun, wenn wir die mégliche 
Funktion der Kohlenséiure ins Auge fassen, zunichst unterschieden 
werden zwischen Wachstum und Quellung. Es wire ja méglich, da8 
die von uns festgestellten Unterschiede lediglich auf die verzégerte 
Quellung der Sporen zuriickzufiihren waren, das spitere Wachstum 
aber nicht beeinfluBt wird. Wir glauben aber, daB diese Frage an sich 
gegenstandslos ist, da die Quellung ja nichts anderes bedeutet, als daB 
die lebende Substanz in den wachstumsfahigen Zustand iibergeht; 
beide fallen also in diesem Sinne zusammen, wie ja besonders aus 
den Versuchen von Walter*) hervorgeht. 

Dann wiirde sich aber nur die eine Folgerung ergeben kénnen, daB 
nimlich die Kohlensiure offenbar allgemein notwendig ist insofern, 
als sie den Protoplasten in den richtigen, fiir den arbeitenden Proto- 
plasten richtigen, Quellungszustand bringt. Ob dies, nach naheliegenden 
Vorstellungen, durch eine Puffgrwirkung der Kohlensiure, also Her- 
stellung der geeigneten Wasserstoffionenkontration®), zustande kommt, 
oder ob noch andere Momente (etwa unmittelbare chemische 
Bindung usw.) beteiligt sind, ist eine sekundire, zurzeit nicht zu ent- 
scheidende Frage. Ebenso muB es unentschieden bleiben, welche 
Bestandteile des Protoplasten in erster Linie fiir diese C O,-Wirkung in 
Frage kommen. 

Ein Einwand wire noch in der Richtung zu machen, dab nicht 
die Quellung des Protoplasten, sondern diejenige der Zellmembran 
beeinfluBt wird, daB die letztgenannte also durch CO,-Wirkung erst 
permeabel wiirde. Wir halten dies jedoch nicht fiir die primare Ursache, 


1) E.G. Rockwell, Journ. of infectious diseases 85, 581, 1924. 

*) H. Walter, Zeitschr. f. Bot. 16, 353, 1924. Ferner: Der Wasser- 
haushalt der Pflanze in quantitativer Betrachtung. Heft 6 der Sammlung 
Boas, Naturwissenschaft und Landwirtschaft. Freising, F. P. Datterer, 1925. 

8) Auch auBerhalb der Zelle, in der Kulturfliissigkeit, spielt die Kohlen- 
siure eine Rolle als Puffersubstanz (S. Sierakowski und R. Zaydel, diese 
Zeitschr. 152, 111, 1924). 


16* 
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denn es hatte dann in unserem Falle ohne C O, iiberhaupt keine Quellung 
eintreten kénnen, da der von der Zellwand umschlossene Protoplast ja 
im Ruhezustande ist, somit erst quellen miiBte, um Kohlensaure zy 
produzieren, welche die Zellmembran zur Quellung bringen kénnt« 
Das setzt allerdings voraus, daB alle Kohlensaure restlos aus der Kultuy 
entfernt wire, was wir vielleicht nicht ohne weiteres als sicher an 
nehmen diirfen. 

Wir sind uns wohl bewubt, daB unsere mitgeteilten vorliufigen 
Versuche, die von anderer Seite weiter ausgebaut werden sollen, erst 
kleine Tastversuche sind, die Wirkung der Kohlenséure bis zu ihrem 
Austritt aus der Zelle bei den Pflanzen aufzuklaren, natiirlich von der 
Wirkung bei der Autotrophie abgesehen. Aber wir halten es fiir durch 


aus wiinschenswert, diesen bisher fast noch gar nicht beachteten Frag: 
komplex anzuschneiden. 


Zusammenfassung. 


Entfernt man die Kohlensaéure der Luft, so entwickelt sich Asper 
gillus niger aus Sporen sehr schlecht. Es wird die Vorstellung ent 
wickelt, daB die Kohlensaure fiir jede arbeitende Pflanzenzelle not- 
wendig ist und nicht nur als Exkret betrachtet werden darf. Es scheint 
daB die Kohlensaiure den richtigen Quellungszustand des Protoplasten 
gewahrleistet. 
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Uber die Fibrinogenbildung. 


Von 
Franz Faludi. 


(Aus der Il. internen Klinik der Budapester kénigl. ung. Péter-Pazmany- 


Universitat.) 


(Eingegangen am 10, Mdrz 1927.) 


Die Fibrinogenbildung kénnte laut der diesbeziiglichen Unter- 
suchungen von Levi-Crailsheim folgendermaBen vorgestellt werden 


Aus dem Hamoglobin der zerfallenen roten Blutzellen wird in den 
sogenannten Sternzellen des Reticuloendothelialsystems erst Haimatinglobin, 
dann Bilirubinglobin gebildet. Das Bilirubinglobin unterscheidet sich 
insofern von dem durch die Leber abgesonderten Gallenbilirubin, daB es, 
ein gréBeres Molekiil bildend, eigentlich aus zwei Teilen, aus dem Callen- 
bilirubin und aus einem bisher noch nicht niher bekannten Eiweil entsteht. 
Es kann chemisch mit der von Hymans v. den Bergh beschriebenen Diazo 
reaktion von dem Gallenbilirubin unterschieden werden, da das an Eiweils 
gebundene Bilirubin im Gegensatz zu dem anderen keine direkte, sondern 
eine indirekte Reaktion ergibt. Die Behandlung mit Alkohol bezweckt eine 
EiweiBabspaltung, das frei werdende Bilirubin wird die direkte Diazo-: 
reaktion ergeben. Bei normalen Verh&ltnissen ist dieses Bilirubinglobin im 
Blute vorhanden, das bei gewissen, hauptsachlich mit Hamolysis verbundenen 
Krankheiten hohe Werte zu erreichen pflegt. Das Bilirubinglobin wird nicht 
von den Nieren durchgelassen, deshalb wird selbst bei verhaltnismaBig 
starker Gelbsucht kein Gallenfarbstoff im Harn vorzufinden sein. Das 
Bilirubinglobin gelangt im Organismus in ungespaltenem Zustande in cie 
Leberzellen, wo es auf Anregung der proteolytischen Fermente in zwei 
tichtungen zur Ausscheidung gelangt: in der Gallenleitung erscheint mit 
direkter Reaktion das Bilirubin, im Blute wird sich aber der gallenfarbstoff 
freie EiweiBbestandteil, das Globin, melden, das nach Anschauung des 
genannten Autors mit dem Fibrinogen identisch ware. Diese Theorie hat 
er auch experimentell bestatigt. Wenn viel Bilirubinglobin enthaltendes 
Serum mit Leberzellen gemengt wurde, kam in einigen Fallen eine Wieder 
gerinnung desselben zustande, und in den vorher fibrinogenfreien Sera 
erschien wieder das Fibrinogen. Er versucht diese Erscheinung damit zu 
erklaren, daB das Antiferment der Leberzellen das Bilirubinglobin in Bilirubin 
und Fibrinogen zerspaltet. Ebenso wird das eine indirekte Reaktion er 
gebende Blutserum nach Vermengung mit Magensaure nach einiger Zeit 
als Wahrzeichen einer EiweiBabspaltung eine direkte Reaktion aufweisen, 
zugleich verschwindet aber die indirekte Reaktionsfahigkeit. 


Nach alledem gelang er zu der Konklusion, daB ahnlich der friiheren 
Bilirubintheorie ..die Bildungsstelle des Fibrinogens ebenfalls die Leher- 
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zelle sei’, wo dieses parallel mit dem Bilirubin entsteht. Es wird abe: 
auch von Levi-Crailsheim anerkannt, daB bei Vorgiingen mit starke: 
Leucocytose oder bei Zustanden, wo im Organismus proteolytische 
Fermente entstehen (Graviditaét), die Bilirubinglobinspaltung auch 
auBer der Leber auf Einwirkung der aus den Leucocyten frei werdenden 
oder aus anderen Griinden auftretenden proteolytischen Fermente 
vorzugehen vermag. Bei physiologischen Zustanden ist aber allein dix 
Leber die Statte der Fibrinogenbildung. Die Kupferzellen der Leber 
die Reticuloendothelialelemente der Milz wie des Knochenmarks sind 
nur an der Bilirubinglobinbildung beteiligt. In dieser Form gelangt 
das Fibrinogen, an das Bilirubin gebunden, in die die Spaltung ver 
richtenden Leberzellen. 

Die Menge des mit der Galle abgesonderten Bilirubins wird quanti 
tativ den gesamten Haimoglobinverkehr andeuten (Eppinger). Insofern 
das Fibrinogen tatsaichlich zum Bilirubin gebunden entsteht, wird 
uns diese Feststellung des Gallenverkehrs gestatten, die Fibrinogen 
bildung verhaltnismaBig einfach quantitativ zu schaitzen, denn wenn 
beide gemeinsam aus dem Hamoglobin hervorgehen, muB sich der 
Fibrinogengehalt des Blutes parallel mit der Galienentleerung verandern 

Zur Erérterung dieser Frage haben wir uns mehrerer Hunde mit 
Gallenblasenfistel bedient und die Parallele der Bilirubin- und 


Fibrinogenwertveranderungen unter Einwirkung verschiedener Fak 


toren beobachtet. 
Versuchstechnik. 


Das Tier wurde nach Injektion von 2 cem | proz. Morphiumlésung mit 
Ather narkotisiert. Der Hautschnitt begann 3em unter dem Processus 
xyphoideus und endete in ahnlicher Entfernung unter dem Nabel. Nac! 
Feststellung der Zahl der Gallenleitungen wurden die einzelnen Leitungen 
auf zwei Stellen, in einer Entfernung von 1! cm abgebunden. Nach 
Beiseiteschieben der im Wege liegenden Leberlappchen haben wir den 
Gallenblasenfundus im Umfange eines 10-Pfennig-Stiickes in die Bauchwand- 
peritoneumschnittwunde ausgeniht. Binnen 24 bis 28 Stunden nach der 
Operation wurde die Gallenblase nach Ausziehen der Gallen mittels 
Punktionsspritze und steriler Kochsalzlésung durchspiilt. Die Eréffnung 
des ausgenihten Fundusteiles geschah am vierten und fiinften Tage nach 
der Operation, in der Gallenblasenwunde wurde ein Schirmkatheter an 
gelegt'). An das Ende des Katheters wurde zwecks Ansammlung der Galle 
ein mit Einteilung versehenes GlasgefaB angebracht. Die Tiere wurden 
fiir die Dauer des Experiments in einem ziegelférmigen, regulierbaren 
Leistengestell mittels des sogenannten Hangegiirtels ausgebunden. Mit 
diesem Verfahren kénnte die quantitative Gallensammlung auch trotz 


1) Es sei mir hier gestattet, den Herren Dr. J. Scha/fler, Universitats 


assistent, und Dr. G. Csongor, Operateur, die mir die auf diese Weise 


operierten Tiere zur Verfiigung stellten, meinen innigsten Dank auszu 
sprechen. 
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starker Unruhe des Tieres gesichert werden. Wir haben erst dann mit den 
Experimenten begonnen, als sich die abgesonderte Galle als physiologisch 


erwles. 

Zur Feststellung des Fibrinogengehalts im Blute hatten wir uns der 
Leendertz-Gromelskischen Verfahren bedient. Dem Hunde wurde aus der 
Vena saphena des Hinterschenkels mit der Spritze zu der 1 cem 3,55proz. 
Natriumeitratlésung, welche in diese vorher aufgesogen wurde, 4 ccm 
Blut entnommen. Das zentrifugierte Plasma wurde nach gehérigem Riihren 
mit einem Fiinftel 1,5proz. Calciumchloridlésung gemengt, dann im 
Pulfrichschen Refraktometer die Refraktion der Mischung festgestellt. 
Mit gewisser Geschicklichkeit kann bei diesem Verhaltnis der Mischung der 
Refraktionsindex noch vor der Gerinnung festgestellt werden. Den iibrig- 
bleibenden Teil des Calciumchloridplasmas lassen wir frei gerinnen. Jetzt 
wird die Refraktion des nach der Gerinnung sich absondernden wasser- 
klaren Serums gleichfalls festgestellt. Die Differenz der beiden Werte wird 
mit 0,215 multipliziert; erhaltene Zahl ergibt unmittelbar den Fibrinogen 
prozentsatz '). 

Die Menge des mit der Galle abgesonderten und im Blute anwesenden 
Bilirubins haben wir mit dem Hymans v. den Berghschen kolorimetrischen 
Verfahren festgestellt. Dem Tiere wurden von der Vena saphena des 
Hinterschenkels 5 cem Blut entnommen. 1 cem des frei werdenden Serums 
wurde nach erfolgter Gerinnung im Zentrifugenrohr mit 2 cem 99proz. 
Alkohol gemengt. Den entstehenden Niederschlag zentrifugierend, wurde 
!cem der sich oben absondernden klaren Fliissigkeit mit der, Pipette in 
den kleineren Keil des Autenriethschen Kolorimeters eingemessen. Es 
werden weiterhin 0,25cem Diazomischung (9,8 cem Diazo I + 0,2 com 
Diazo Il) und 0,5 cem Alkohol beigetan. Nach Vergleich mit der Farben- 
intensitét der Standardfliissigkeit wird bei gleicher Intensitat die ent- 
sprechende Zahl notiert (2) : ' 

_100—2z_ : , ; re" 14 : 
5 100 5 — Bilirubinmenge in 100 g Serum, ausgedriickt in Milligramm. 
{ls Standardlésung haben wir nach dem neueren Verfahren von Hymans 
den Bergh Kobaltsulfat verwendet (2g wasserfreies Kobaltsulfat in 
100 cem Wasser aufgeldst). 

Die Bestimmung des Gallenbilirubininhalts wurde auf gleiche Weise 
durchgefiihrt, hier wurden aber wegen der groBen Bilirubinmenge vorher 
entsprechende Verdiinnungen vorgenommen. 

Die Viskositaét wurde mit dem Hessschen Viskosimeter bestimmt. 
Zwecks quantitativer Bestimmung der BluteiweiBe hatten wir uns des 
Pulfrichschen Refraktometers bedient. 


Nach unseren Berechnungen sollte bei normalen Zustainden die 
Bilirubinausscheidung des Hundes pro Kilogramm Kérpergewicht 
leg betragen und der Fibrinogengehalt seines Blutes zwischen 0,2 
bis 0,3 Proz. schwanken. 


1) Da das Calciumchloridplasma gar oft schon vor nétiger Erwarmung 
bzw. Abkiihlung der Prismen gerinnt, ware es zweckmaBig, zur Kontrolle 
einen Teil des Citratplasmas statt mit Calciumchlorid in gleichem MaBe 
mit einer Kochsalzlésung von derselben Refraktion zu verdiinnen und deren 
Refraktion zu bestimmen. 
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Zwecks naherer Priifung des Zusammenhangs zwischen der Fibr; 
nogenbildung und dem Blutbilirubinwert haben wir uns zwei womdglich 
verschiedene Blutstrukturen ausgewahlt. Zu diesem Zwecke erschien 
uns das Menschen- und Hundeblut fiir die Experimente auBerst 
geeignet. 

Nach Levi-Crailsheim sollten naimlich die einzelnen Tierarten recht 
verschiedene Fibrinogen- und Bilirubinwerte aufweisen kénnen. Vie! 
Bilirubin sei gewéhnlich mit wenig Fibrinogen verbunden und umgekehrt 
Wir haben daher das sehr rasch gerinnende und wenig Bilirubin ent 
haltende Hundeblut und das bedeutend langsamer gerinnende wnd 
viel Bilirubin besitzende Menschenblut zum Gegenstand unserer Prii 
fungen gemacht. Aus unseren Bestimmungen ergab sich aber, dai 
dieser Zusammenhang nicht allzu standhaft ist. Obzwar das Hundeblut 
eine viel raschere Gerinnung aufweist, konnte dennoch kein gréBerer 
Fibrinogeninhalt als bei dem Menschen nachgewiesen werden. Dir 
starke Gerinnbarkeit sollte daher eher mit einer Fermentvermehrung 
begriindet werden kénnen. Die Blutzellen gehen sehr rasch, manchma! 
sogar wahrend der Blutentnahme, zugrunde. Dies wird auch von 
der vom Hamoglobin roten Farbe des nach der Gerinnung sich ab 
sondernden Serums angedeutet. 

Nach den Versuchen von Brugsch, Stransky und Schaffler kann eine 
ausgepragte cholagoge Wirkung und zugleich eine wesentliche Vermehrung 
der Gallenfarbstoffausscheidung nur von zwei Mitteln, von dem Atophan 
und von den Gallensiurederivaten erwartet werden. Wir hatten in unseren 
Versuchen den Hunden mit Gallenblasenfistel 1 g Atophannatriun 
bzw. 10 cem Decnolin intravendés verabreicht. Die Fibrinogenbestimmung 
wurde 4 bis 8 Stunden nach der Eingabe unternommen. Die Galle 
wurde zweistiindlich quantitativ gesammelt und in diesen einzelnen 
Portionen die Menge des Gallenfarbstoffes festgestellt. 

Wie aus der Tabelle | ersichtlich ist, folgte selbst einer zweifachen 


Zunahme der Gallenjfarbstoffentleerung keine Fibrinogenzunahme.  \m 


Gegenteil, es wurde sogar eine entschiedene Abnahme dieser Wert« 
beobachtet. Die nach 24 Stunden bestimmte Fibrinogenquantitat 
verhielt sich aber wieder innerhalb der normalen Grenzen. 


Tabelle I*). 





2 Std. 
vor dem 10bis12Std. {2 bis 14Std. I4bis 16 Std. 16 bis 18 Std 
Versuch 


\bgesondertes Bili- 
rubin in mg aus- 


gedriickt . . . . 50 S, 8.4 10,0 96 
Fibrinogeninhalt des 


Blutes in Proz. . 0,23 O19 O19 017 0,21 


') Zwecks Raumersparnis haben wir in unseren Tabellen nur einige 


charakteristische Zahlen unserer Versuche angegeben. 
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Foxterrier, 5,5 kg schwer, erhielt um 10 Uhr |g Atophannatrium 
travenos. 

Die Hunde hatten sich bei unseren Versuchen verschieden benommen. 
Bei der einen Gruppe erreichte der Fibrinogenwert schon nach 8 Stunden 
lie normalen Grenzen, bei der anderen wurde selbst nach 16 Stunden 
keine Riickkehr zum urspriinglichen Zustande beobachtet (Tabelle IT). 


Tabelle 11. 





Kérpergewicht Fibrinogengehalt in Prozenten 


kg vor dem Versuch 8 Std. nach der Injektion nach 16 Std 
5.5 0,22 0,18 0,20 
4.0 0,23 O17 0,16 
10,2 0.20 0,21 0.20 
8.4 0.25 0,25 24 


1—1 g Atophannatrium intravenos 


Nach naheren Untersuchungen fiel es auf, dab jene Hunde. bei 
denen die Riickkehr der Fibrinogenwerte aus dem Normalzustande 
hinausgeschoben war, alle von bedeutend kleinerem Korpergewicht waren 
als die tibrigen. Die eingegebene Atophandosis war bei allen 1 g. Also 
auf das Kérpergewicht umgerechnet, erhielten die minder entwickelten 
Hunde eine gréBere Dosis Atophan als jene mit schwererem Kérper- 
gewicht. Es wurde auf Grund der oberen Theorie festgestellt, dab 
das Atophan durch die vermehrte Gallenfarbstoffentleerung die Blut- 
fibrinogenwerte erhéht. Die Abnahme des letzteren war daher desto 
auffallender. Als aber die Quantitaét des gesamten BluteiweiBes fest- 
gestellt wurde, wurde sogleich die Ursache der Abnahme bekannt 
In simtlichen Fallen hat die Menge des GesamtbluteiweiBes parallel 
mit dem Fibrinogen abgenommen, d. h. die Atophaninjektion verursachte 
in jedem Falle eine voriibergehende H ydrdmie (Tabelle 111). Die Ursache 
der Fibrinogenverminderung sei unserer Meinung nach die Hydramie 
Dies bestatigt auch jener Umstand, daB nach dem <Aufhéren der 
Hydriamie auch der Fibrinogengehalt wieder das normale Niveau 
erreicht. Mit der Hydrdmie parallel nahm auch die Viskositdt des Blut 


serums ab. 


Tabelle 111. 





Blutfibrinogengehalt in Prozenten Gesamteiweifgehalt in Proz. Viskositat 


vor der 4 Std. nach vor der . , vor der - * 
Injektion der Injektion Injektion 4 Std. nechher Injektion 4Std. nechber 


0,23 0,20 7,85 7,08 
0,25 0,21 7,20 6,34 
6.26 0.22 8.05 7.10 
0,24 019 8,42 7,31 
0,29 0,23 8.11 7,09 


et fet pete 
“IJ s)-) -) 
& ~1DC & PC 


Nach intravenéser Eingabe von 1 g Atophannatrium bei Hunden von 4,5 bis % kg. 
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Diese Erscheinung konnte auch bei den Versuchen an Kranken 
beobachtet werden, unabhangig davon, ob der Patient ikterisch wa; 
oder nicht. Auch hier war die parallele Abnahme des Blutserum 
eiweiBes zu verzeichnen (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Nach intravenéser Eingabe von | g Atophannatrium. 





Fibrinogengehalt Proz | Gesamteiweibgehalt Proz. Viskositat 
Diagnose vor der 4 Std. || vor der nach vor der nach 
| 


Injektion nachher Injektion 4 Std. Injektion 4 Std 


Ikterus cath... . of 0.35 O31 7.20 6,42 64 
Neurosis ventr.. 0,29 0,25 7,90 7,01 
Tbe. pulmonum. 2 040 0,29 8,85 7,99 
Care. ventriculi . | co” 0.35 031 7,96 7,12 
Tabes dors. . . Q@ 0,22 0,20 7.50 6.64 


Nach den Tierversuchen von Schaffler sollte bei einer Gallenweg 
versperrung, z. B. bei Choledochusunterbindung, die Steigerung der 
Gallensekretion deren Resorption bzw. Zunahme des Ikterus ver 
ursachen. Er hat nach der Verwendung eines wirksamen Gallentreibe 
mittels einen geringen Aufstieg des Serumbilirubins beobachtet. Die 
Angaben von Grunnenberg sind scheinbar widersprechend, laut diesen 


war nimlich bei den ikterischen Patienten nach der Atophanverab 
reichung die Abnahme der Serumbilirubinwerte zu verzeichnen. Diese: 
Gegensatz kann aber mit der Hydramie verursachenden Wirkung des 
Atophans iiberbriickt werden. Der Bilirubinwert nimmt namlicl 
bei anhaltender Hydramiewirkung ab, wenn aber die Resorption ge 
steigert wird, kann eine Zunahme beobachtet werden. Die Verminderung 
des BluteiweiBes kann auch 10 bis 15 Proz. betragen. 

Die Verringerung der Fibrinogenwerte hérte gewéhnlich binnen 
8 Stunden auf, obzwar die Gallenfarbstoffabsonderung zumal noch 
stark vermehrte Werte ergab. Es waren aber Faille — wo das Tier 
im Verhaltnis zum Kérpergewicht zu grobe Atophandosis erhielt 
da erreichte der Fibrinogenwert erst in 20 bis 24 Stunden den normalen 
Stand. In diesen Fallen muBte das Tier nach der Injektion einen 
férmlichen Kollaps erleiden. Der Beginn der Gallensekretion wat 
verzégert und geschwacht, das Tier bot im allgemeinen das Bild eines 
schwer kranken Organismus dar. In diesem Falle halt die Fibrinogen 
abnahme (Hydramie) linger als gewéhnlich an, diese langere Frist 
deutet die Schidigung des Organismus an. 

Ahnlich waren die Ergebnisse nach intravenésen Injektionen 
von Dehydrocholsiurepraparaten. 4 Stunden nach Eingabe von 10 ccm 
Decholin hat sich eine ausgeprdgte Hydrdmie eingestellt, gepaart mi! 
einer gleichzeitigen Abnahme des GesamteiweiB- und Fibrinogengehalt: 
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und ~Viskositdtsverminderung des Blutes. Diese Erscheinungen ver- 
schwanden aber spurlos bis zum nachsten Tage. 


Tabelle V. 


Nach intravenéser Injektion von 10 ecm Decholin bei Hunden von 4 bis 8 kg. 





Fibrinogengehalt Proz Gesamteiweifgehalt Proz. Viskositat 


vor der ae vor der vor der 
Injektion nach 4 Std. Injektion nach 4 Std Injektion nach 4 Std 


0,28 0,23 7,20 6,45 1.64 1.56 
0.30 0,25 6.84 5.96 1,60 1.52 
0,25 0,22 7,42 6,92 1,65 1,60 
0,24 0,20 7.95 7,21 ., 1,64 
0,29 0,24 8,04 6,94 | 


l 
62 1,63 


Es ist wahrscheinlich, dab die nach Atophan und Decholin sich 
meldende Hydramie mit dem Wirkungsmechanismus der Gallen- 
treibemittel zusammenhangt. Unsere die Klarung dieser Frage be- 
zweckenden Versuche sind augenblicklich im Gange 

Nach der obenstehenden Theorie sollten jene Mittel, die zur Ver- 
mehrung des Fibrinogens im Blute beitragen, auch eine gesteigerte 
Bilirubinabsonderung verursachen. Dies zu priifen, wurden Hunden 
mit Gallenblasenfistel 10 cem 10proz. Gelatine baw. 1 ecm Novoprotin 
intramuskular verabreicht. Eine bedeutendere Fibrinogenzunahme 
hat aber keines der Mittel ergeben, wir konnten wegen Mangel an 
geeigneten Wirkungsmitteln auf diese Frage keine zufriedenstellende 
\ntwort erhalten, 


Es konnte zwischen dem Fibrinogengehalt des Blutes und zwischen 
der Bilirubinsekretion kein Parallelismus entdeckt werden. Es kénnte 
jener gerechtfertigte Widerspruch gestellt werden, dab der auf ein- 
malige Gallentreibung entstehende FibrinogeniiberschuB im Verhaltnis 
zu der im Gesamtorganismus befindlichen Fibrinogenmenge so gering 
sei, daB es unméglich ist, eine ausgepragte Verinderung wahrzunehmen 
Wir haben auch in dieser Hinsicht Versuche unternommen. Wir haben 
bei Hunden mit Gallenblasenfistel eine sechstagige Gallentreibung mit 
dem von Stransky fiir unschidlich bezeichneten, als physiologischer 
Reiz wirkenden Mittel, der Dehydrocholsiure, durchgefiihrt. Interessant 
war dabei jene Wahrnehmung, dab, obzwar die gesteigerte Gallen- 
sekretion standig entschieden beobachtet werden konnte, sich die 
Gallenfarbstoffentleerung dennoch nicht parallel damit benahm. Die 
Menge des abgesonderten Bilirubins nahm am dritten Tage ab, die 
weitere Gallenfarbstoffentleerung wurde gleichmaéBig. Es ist wahr 
scheinlich, daB zu diesem Zeitpunkt das sich im Organismus in pra- 
ormiertem Zustande befindliche Bilirubin vollstandig entleerte. Eine 





252 F. Faludi: 


weitere gesteigerte Absonderung kénnte aber nur so zustande kommen 
wenn in dem Reticuloendothelialsystem auf Einwirkung des (Callen 
treibemittels ein gesteigerter Zerfall der roten Blutzellen beginney 
wiirde. Die Anderung des Blutfibrinogengehalts ist aber selbst winter 
diesen Bedingungen nicht vorgekommen, die Bilirubin- und Fibrinogen 
werte haben sich voneinander unabhingig verindert. 


Levi-Crailsheims Meinung, da das Blutfibrinogen unter normalen Ve 
haltnissen ausschlieBlich in der Leber aus dem sogenannten Bilirubinglo}jy, 
entstiinde, ist nicht besonders standhaft. Es widersprechen dem zahlreic}y 
Versuchsdaten. Von Miiller wird dagegen z. B. das Knochenmark fiir di: 
Bildungsstelle des Fibrinogens gehalten. Nach der Einspritzung von 
téteten Bakterien hat der Fibrinogengehalt des Knochenmarks stark 2) 
genommen. Nach Stephan sollte die Réntgenbestrahlung der Milz dix 
Gerinnungsfahigkeit des Blutes bedeutend steigern. Ahnliches hat Traugott 
nach Bestrahlung mit Ultraviolettstrahlen beobachtet. Diese Versuche 
heben die Wichtigkeit des Reticuloendothelialsystems hervor. Mathews, 
der in den Mesenterialvenen mehr Fibrinogen vorfand, als in den Arterien, 
vertritt ebenfalls einen entgegengesetzten Standpunkt. Seiner Meinung 
nach sollten die Leucocyten der Darmwand bei der Fibrinogenbildung ein 
rege Titigkeit ausiiben. Das Fibrinogen wird nach Prevost, Mosso, 
Dumas usw. aus den roten Blutzellen abgestammt, nach Schmidt sollte es 
durch Zellenelemente aus dem sogenannten Cytoglobin gebildet werden 
Nach Herzfeld und Klinger sei das Fibrinogen das betrachtlichste aus den 
Zellenprotoplasmaabbau entstehende Zerfallprodukt, das in der Reihe de: 
BluteiweiBe den ersten Platz einnimmt. Es entsteht hauptsachlich aus den 
Leucocytenplasma. 

Es bestehen aber auch solehe Versuche, die dahin weisen, daB dennoch 
die Leber die gewéhnliche Bildungsstatte des Fibrinogens sei. Nach Whippl: 
soll bei Tieren nach dem AusschlieBen der Abdominalzirkulation die Blut 
gerinnungsfahigkeit im Bereiche der Thorax- und Kopfzirkulation ent 
schwinden. Nach den Versuchen von Nol/ soll bei der Durchstrémung einer 
iiberlebenden Leber eine Fibrinogenbildung beginnen. Unter normale: 
Verhiltnissen ist der Fibrinogengehalt der Vena portae geringer, als der der 
Vena hepatica. Eine bedeutendere Leberzellenverheerung verursachende 
Erkrankung fiihrt haufig zur Hypinosis. Wir wollen, die Aufzahlung weitere: 
literarischer Daten vermeidend, die Diskussion derartig abschlieBen, dal 
die Rolle der Leber in der Fibrinogenbildung, wenn auch nicht alleinstehend, 
jedoch ohne Zweifel von Wichtigkeit ist. 

Es ist recht merkwiirdig, daB die Leucocytenzahl und der Fibrinoge: 
gehalt sich gew6hnlich parallel verhalten. Erkrankungen mit Leucocytosis 
weisen eine Hyperinosis auf. Der Zusammenhang beider Erscheinungen 
ist auffallend, daher stammt die Vorstellung von Levi-Crailsheim, dai das 
aus den Leucocyten frei werdende proteolytische Ferment auch ohne 
Mithilfe der Leberzellen im Blute das Bilirubinglobin in seine Bestandteile 
zu zersetzen vermag. Da die Leucocytosis als keine physiologische E1 
scheinung erachtet werden kann, mu8 auch diese Zersetzung fiir ein patho 
logisches Ereignis erachtet werden. Wahrscheinlicher ist aber, da beide 
Erscheinungen ohne jeden kasuistischen Grund nur in nebengeordnetem 
Verhdltnis zueinander stehen. Genannter Autor schreibt auBer diesen 
proteolytischen Ferment auch anderen Fermenten eine zersetzende Wirkuny 
zu. Er will z. B. die bei Graviditat von Lepehne entdeckte direkte Diaz: 
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reaktion damit begriinden, daB das Abderhaldensche Placentazersetzungs- 
ferment ebenfalls das Bilirubinglobin zu spalten vermag, und es sollte 
lemzufolge Fibrinogenzunahme auftreten. Wegen der spezifischen Natur 
ler Schutzfermente ist es unwahrscheinlich, daB genanntes Ferment auBer 
lem koagulierten PlacentaeiweiB auch sonstiges natives Eiwei® zu spalten 
vermoége. Wir selbst vertreten eher jenen Standpunkt, den auch der Beob- 
whter dieser Erscheinung vertritt. Bei dem wegen der Graviditat eine 
gesteigerte Funktion verrichtenden Organismus kann wegen der ungleich- 
mabigen Belastung eine geringere Funktionsstorung der einzelnen Organe 
entstehen. Die wegen der iiberwiegenden Inanspruchnahme der Leberzellen 
eine direkte Reaktion ergebende Hyperbilirubiniémie ist mit der Schwanger- 
schaftsalbuminurie vollstandig analog. 

Die friiher dem direkten und indirekten Typus der Diazoreaktion 
mugemutete groBe Bedeutung wird iibrigens immer mehr _ vernach- 
lissigt. Eine scharfe Grenze kann zwischen beiden Erscheinungsarten 
der Reaktion schon deshalb nicht gezogen werden, weil Ubergiinge 
recht haufig vorkommen. Der Typus der Reaktion kann sich auf die 
verschiedensten Einwirkungen leicht verandern. Neuerlich wurde 
von Eppinger darauf hingewiesen, daB im Blutserum gleichzeitig ein 
eine direkte und indirekte Reaktion ergebendes Bilirubin vorkommen 
kann. Er hat sogar in Fallen, wo eine Gallenstauung ganzlich aus- 
geschlossen werden konnte, eine ausgepragt direkte Reaktion erhalten 
Seiner Meinung nach ist die indirekte Reaktion bei [kterus hepatogenen 
Ursprungs gar nicht selten. An dieser Stelle wollen wir auch die Magen. 
saftverdauungsversuche von Levi-Crailsheim erwahnen. Wenn er ein 
eine indirekte Reaktion ergebendes Bilirubin enthaltendes Serum einer 
Salzsiure-Pepsinverdauung unterwarf, wurde auch diese Reaktion 
direkt positiv, da das Pepsin die EiweiBkomponente des Bilirubin- 
globins zersetzte und dadurch das Gallenbilirubin frei wurde. Wir 
diirfen aber auch nicht vergessen, daB beide Reaktionsarten sich nur 
wenig unterscheiden. Wir sind jener Ansicht, daB die Aciditat der 
urspriinglich neutralen Reaktion sowie die nach Pepsinverdauung 
entstehenden Zerfallsprodukte die Anderung der Reaktion geniigend 
begriinden. 

Wir halten fiir tiberaus wichtig, uns mit jenem Versuch von Levi- 
Crailsheim zu befassen, daB das eine indirekte Reaktion ergebende 
Bilirubinglobin auf Einwirkung des in den Leberzellen befindlichen 
Ferments in Gallenbilirubin und Fibrinogen zersetzt wird. Wenn wir 
den entsprechend behandelten wiisserigen Extrakt einer fibrinogen- 
freien Leber mit einem viel Bilirubin enthaltenden Serum zusammen. 
gieBen, tritt eine gar interessante Reaktion ein. Die indirekte Reaktion 
wird direkt. In einem groBen Teil der Sera kam wieder Fibrinogen zum 
Vorschein, bei manchem Serum konnte sogar eine Gerinnung beobachtet 
werden. Eine Fibrinogenbildung war aber nur bei solchen Mischungen 
sichtbar, die frischen Leberextrakt enthielten. Alte Extrakte haben 
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nur Reaktionstypveranderung verursacht. Der nach Vorschrift des 
Verfassers verfertigte frische Extrakt ist ziemlich triib, klart sic) 
nur nach zwei- bis dreitagigem Stillstand bei Bildung eines feiney 
Niederschlags auf. Der auf diese Weise hergestellte Extrakt vermay 
die gesunde Leberfunktion nicht zu ersetzen. Laut der von Herz/el/ 
und Klinger stammenden Theorie kénnen im Organismus aus den 
Protoplasma der Zellen ohne jede Schwierigkeit die verschiedenste; 
BluteiweiBe gebildet werden. Es kann auch als experimentell erwiesey 
erachtet werden, daB die verschiedenen BluteiweiBe sich auch iy 
einander verindern kénnen. Da die Identifizierung der Eiweibe in 
allgemeinen auf Grund ihrer Léslichkeit und Ausfallbarkeit geschieht 
ist es wahrscheinlich, daB wesentlich verschiedene, in ihren physiko 
chemischen Eigenschaften aber gleiche Stoffe in einer Gruppe gereiht 
werden. Den Serumgerinnungsversuchen kénnte nur in jenem Falk 
eine beweisende Kraft zugeschrieben werden, wenn im beigemengten 
Wasserextrakt kein EiweiB nachweisbar wire. Wir wollen die Er. 
érterung der ganzen Erscheinung in jenem Umstand ersehen, dal 
der dem Serum in doppelter Menge beigemengte Leberextrakt seh 
wenig stabiles Zellendetritus und EiweiB enthielt. Bei gréBerer Eiweil 
konzentration hatte die vorhergehende Autolysis bei Thermostat 
temperatur die sonst nur nach Tagen erfolgende Ausflockung de 
Teilchen schon in wenigen Stunden vollbracht. Das entstehende Fihri 
nogen entspricht kawm dem im Organismus hefindlichen, allein ihre Aus 
flockbarkeit ist identisch. 

Auf Grund dieses kann die Fibrinogenbildung kaum mit der Ler 
Crailsheimschen Auffassung begriindet werden. Es erscheint uns 
als wenn bei der Frage der Fibrinogenbildung jene Theorien sich ein 
ander gegeniiberstiinden, die wir bereits bei dem Bilirubin saher 
Der einen Anschauung nach sollte die Statte der Fibrinogenbildung 
allein in den Leberzellen gesucht werden, da nach Exstirpation bzw 
aus dem Kreislauf erfolgender AusschlieBung der Leber auch di 
Fibrinogenbildung aufhért. Es bestehen aber iiber die Fibrinogen 
bildungstiatigkeit der Milz und des Knochenmarks ebenfalls exper 
mentell bestatigte Daten. Unsere Meinung, die der Kischschen Auf 
fassung am nichsten steht, kénnte folgendermaBen kurz geschildert 
werden: 


Milz, Knochenmark und Leber bilden ebenfalls Fibrinogen. Ja 
Fibrinogen entsteht im Reticuloendothelialsystem wahrscheinlich avs 
weiBen Blutzellen oder sonstigen Gewebszellen als erstes, verhiltnis. 
maBig groBes, labiles, kolloidales Teilchen. Die Spaltung verlauft stets 
in der Richtung der immer kleiner werdenden Molekiile. Ohne Zweite! 
zirkuliert es im Kreislauf schon in einem gerinnungsbereiten Zustande 
Es ist natiirlich, daB die partielle AusschlieBung des Reticuloendothelia!- 
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Fibrinogenbildung. 


systems die Abnahme der Fibrinogenbildung verursacht. Deswegen 


werden wir nach der Leberexstirpation eine starke Abnahme der Blut- 
gerinnbarkeit vorfinden. Da die Verteilung des Reticuloendothelial- 
systems bei den einzelnen Tieren verschieden ist, muB es als natiirlich 
erachtet werden, daB auch hier wie bei dem Auftreten des [kterus 
sich feinere und grébere Unterschiede melden. Das Reticuloendothelial- 
system besitzt zwar jene Bereitschaft, den Ausfall eines Teiles mit 
gesteigerter Funktion eventuell Vermehrung des _ iibrigbleibenden 
Teiles zu kompensieren. Ahnliche kompensatorische Vermehrung 
kann bei mit Suspensionen erfolgter Sattigung des Systems beobachtet 
werden. Vollstandiges Verschwinden des Fibrinogens werden wir 
selbst bei den schwersten Lebererkrankungen im menschlichen Orga- 
nismus kaum beobachten kénnen. Bei Tierversuchen ist es eventuell 
moglich, vollstaéndiges Aufhéren der Fibrinogenbildung zu beobachten, 
die Ursache dessen ist aber, daB das stundenlange Uberleben der Tiere 
fir das Zustandekommen “einer gewissen Kompensation ungeniigend 
ist. Die Fibrinogenbildung vollzieht sich aber neben der Bilirubin- 
produktion ebenfalls in den Zellen des Reticuloendothelialsystems 
wie aber unsere Versuche beweisen, voneinander unabhangig. Wir 
halten also den Unterschied zwischen normaler und pathologischer 
Fibrinogenbildung fiir falsch, zugleich schreiben wir auch dem proteo- 
lytischen Ferment der Leucocyten und den sogenannten Schutzférmenten 
ebenfalls keine Fibrinogenbildungsfahigkeit zu 


Zusammenfassung. 


1. Die an Hunden mit Gallenblasenfistel unternommene Callen 
treibung vermag trotz gesteigerter Bilirubinentleerung im Blute keine 
Fibrinogenvermehrung zu verursachen. Die Fibrinogenwerte nehmen im 
Gegenteil noch ab. 


2. Die Ursache dieser Abnahme sei in der durch Phenylchinolin- 
carbonstiure und Dehydrocholsdure verursachten Hydrdémie zu suchen 


3. Die Viskositdt des Serums nimmt parallel mit der Abnahme der 
GesamteiweiBe ab. 


4. Die Dauer der Hydrdmie betrdégt unter normalen Verhdltnissen 
8 Stunden. Eine lingere Dauer mufi als die toxische Erscheinung einer 
iibergroBen Dosis erachtet werden. 


5. Selbst eine 6 Tage lang fortgesetzte Gallentreibung verursachte 
keine Fibrinogenvermehrung. 


6. Nach Vereinigung der literarischen und experimentellen Daten 
erscheint es als héchst wahrscheinlich, daB das Fibrinogen unabhdngig 
von der Bilirubinbildung im Reticuloendothelialsystem entsteht. 
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Zur Frage des Zustandes wisseriger Natriumuratlésungen. 


Von 


G. Ettiseh, L. Farmer Loeb und B. Lange. 


\us dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem, und der I. medizinischen Universitatsklinik, 
Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Mdrz 1927.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 

Bei den friiheren Untersuchungen iiber den Zustand wisseriger 
Uratlésungen kam eine Gruppe von Forschern [ Lichtwitz (1), Gudzent (2), 
Kohler (3)] zu der Ansicht, daB es sich hierbei um echt geléste Salze 
in ibersattigter Lésung handle. Die andere Gruppe [Schade (4), Bechhold 
und Ziegler (5), R. Stern (6)] dagegen behauptete, daB sich ein 
kolloides Stadium nachweisen lasse. 

H. Freundlich und L. Farmer Loeb (7), die diese Frage wieder 
aufrollten, gelangten auf Grund theoretischer Erérterung ihrer Versuchs- 
ergebnisse zu der weitergehenden Anschauung, daB sich die Urate in 
wasseriger Lésung wie Kolloidelektrolyte im Sinne Mc Bains verhielten. 

Aus dem Gange der Leitfdhigkeit alkalisierter und nachtriglich 
neutralisierter Natriumuratlésungen, aus dem optischen Verhalten 
dieser Lésungen, aus dem EinfluB des Erhitzens sowie dem Verlauf 
der pu-Kurve schlieBen Freundlich und Loeb, daB in diesen Lésungen 
Kolloidteilchen enthalten sein miiBten. Auf der anderen Seite zeigten 
die Lésungen des Natriumurats nicht das Verhalten typischer Kolloide; 
es sind z. B. die Werte fiir die Leitfahigkeit reiner Uratlésungen sehr 
hoch. Dieser Erscheinung, zusammen mit den soeben genannten, wird 
aber geniigt durch die Annahme des Vorliegens eines Kolloidelektrolyten 

War somit durch die vorangegangenen Untersuchungen die Frage 
nach dem Zustande wisseriger Natriumuratlésungen dahin zu beant- 
worten, daB die Annahme des Vorliegens eines Kolloidelektrolyten 
die einleuchtendste Erklarung fiir die nachgewiesenen Erscheinungen 
bot, so stand dennoch ein direkter Beweis hierfiir noch aus. Der Gegen- 
stand der vorliegenden Arbeit ist es, ihn nunmehr endgiiltig zu erbringen. 
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II. Depolarisation. 


a) Theoretische Bemerkungen. 

Ein typisches Kriterium fiir den kolloiden Zustand eines fliissigey 
Systems ist das Auftreten des Tyndallichtes. Zum besseren Verstiindnis 
des Nachfolgenden seien hier kurz einige physikalische Bemerkungen 
iiber dieses Phinomen erlaubt. Teilchen bis zur GréBenordnung 
der Lichtwellenlange, etwa 10-7 bis 10~-4em Radius, reflektieren das 
Licht nicht mehr, sondern sind selbst Ausgangspunkt, Mittelpunkt 
einer Kugelwelle, die sich nach allen Seiten hin ausbreitet. Das Licht 
wird von diesen Einzelteilchen abgebeugt'). Dieses abgebeugte Licht 
schwingt nicht wie das natiirliche, und auf das Teilchen einstrahlende 
Licht in allen Richtungen des Raumes, sondern zeigt eine ausgezeichnet: 
Schwingungsrichtung, es ist polarisiert. Hierbei schwingt der elektrisch« 
Vektor senkrecht zu der Ebene, die durch Einfalls- und Beobachtungs 
richtung gegeben ist. 

Liegt daher umgekehrt bei einem fliissigen System polarisiertes 
T yndallicht vor, so ist dieses nur méglich, wenn das betreffende System 
ein zweiphasiges ist, d. h. wenn in einem Kontinuum Teilchen enthalten 
sind, deren Abmessungen sich in dem oben angegebenen Bereich be 
wegen, mit anderen Worten: das Vorliegen eines kolloiden®) Systems 
ist die notwendige und hinreichende Bedingung fiir das Zustande- 
kommen eines unter gewohnlichen experimentellen Umstinden gut 
wahrnehmbaren, polarisierten Tyndallichtes. Selbstverstindlich ist 
hierbei das Vorliegen von Fluoreszenz auszuschalten, was unter Zuhilfe 
nahme etwa der Stokesschen Regel gelingt. 

In der theoretischen Physik wird das Problem der ,,Optik triiber 
Medien“ eifrig verfolgt. Nachst den Arbeiten von G. Mie (8) sind 
es vor allem die von R. Gans (9), die hier bahnbrechend waren. Dieser 
konnte zeigen, wie sich die Abweichung der Teilchen von der Kugelform 
— die den Ableitungen von Mie noch zugrunde lag, — auswirkt. Er 
zeigte ferner den EinfluB auf, den die Konzentration der dispersen Phas« 
hat. Hierzu sei kurz bemerkt, daB nicht immer alles eingestrahlte 
natiirliche, in allen Richtungen schwingende Licht eine Polarisation 
erfahrt. Die Verhaltnisse liegen vielmehr so, daB, je kleiner die Teilchen 
sind, je mehr sie sich also der unteren Grenze des oben angegebenen 
Bereichs nihern, je mehr sie also von amikronischem Charakter sind 
das seitlich abgebeugte Licht in um so stdrkerem Mafe polarisiert, 
der natiirliche Anteil also um so geringer ist. Bereits bei einem Teilchen- 


1) Es sei aus didaktischen Griinden hier gestattet, die ,,Wellenoptik* 
zu trennen von der ,,geometrischen Optik’. In Wirklichkeit besteht etwas 
Derartiges nicht. 

2) Siehe auch 8S. 262, 1. Abschnitt. 
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radius Von r= 5.107% em ist praktisch alles seitlich ausgestrahlte 
Licht polarisiert, sobald diese Teilchen von der Kugelform nicht abweichen. 
Lieut aber bei den dispergierten Teilchen auch nur eine geringe Ab- 
weichung hiervon vor, so enthalt das seitlich ausgestrahlte Licht der- 
wtiger Systeme bereits mefbare Anteile natiirlichen Lichtes, selbst bei Vor- 
liegen der eben genannten GréBenordnung fiir die Teilchenabmessungen. 

Damit zeigt sich also, daB weiterhin die Teilchenform von wesent- 
lichem EinfluB auf den Polarisationszustand ist. Dieses aber in dem 
Sinne, daB, je gréfere Abweichungen von jener allseitig symmetrischen 
Teilchenform vorliegen, desto gréfer auch der Anteil des natiirlichen 
Lichtes im Tyndallkegel ist, desto geringer demnach der polarisierte. 
Ks sei hier nur erwahnt, daB R.Gans durch Messung beider genannten 
Lichtanteile direkt die Teilchenform bestimmen konnte. 

Weiterhin iibt die Konzentration der dispersen Phase einen merk- 
lichen EinfluB auf das Verhaltnis der Menge beider Lichtarten aus 
n der Weise, daB amikronische, kugelformige Teilchen in héherer Kon- 
zentration auBer polarisiertem Licht bereits auch natiirliches ab- 
beugen. Daher erweist es sich oft als notwendig, die Polarisation eines 
Hinzelteilchens zu errechnen (Naheres dariiber s. bei Versuch I1). 

Als Depolarisation bezeichnet man nun das Verhaltnis der Inten- 
sitaten beider Lichtarten. Dabei ist der Depolarisationsgrad © definiert 
als das Verhaltnis der Intensitaten von natiirlichem und polarisiertem 
Lichte N 

6 = Pp’ : (1) 
Hier bedeutet .V die Intensitat des natiiriichen und P die des polari- 
sierten Lichtes. Ist das Tyndallicht vollstandig polarisiert, was, wie 
oben erwahnt, nur bei ganz kleinen kugelférmigen Teilchen der Fall 
ist, so wird der Depolarisationsgrad @ = 0 mit NV = 0. Bei einer 
Teilchenvergréberung oder einer Formanderung wird die Depolarisation 
betrachtlicher und erreicht fiir allseitig schwingendes Tyndallicht den 
Grenzwert @ = co mit P = UV. Bei gleichen Intensitaten beider Licht- 
arten wird naturgemaB @ = 1. 

Zeigt demnach polarisiertes Tyndallicht einwandfrei das Vorliegen 
eines kolloiden Systems an, so gestattet es also die Messung des De- 
polarisationsgrades, weitergehende, namlich quantitative Aussagen tiber 
das gerade vorliegende System zu machen. Diese erstrecken sich auf 
solche der Teilchenzahl, Teilchenform, Teilchengréfe und Menge der 
kolloiden Phase. 


b) Versuchsmethodik. 


Es kann hier nicht auf alle Einzelheiten der Versuchsanordnung und 
Berechnungsart eingegangen werden. Naheres dariiber bringt die Arbeit 
von B: Lange (10). Es soll nur hier das Prinzip angedeutet werden. 

17* 
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Licht verwandt. 
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Abb. 1. 





Fiir alle Versuche wurde ausschlieBlich als einfallender Strahl natiirlic),< 
Beobachtet wurde senkrecht zur Einfallsrichtung. 


Daraus 
ergibt sich eine einfache Anordnung 
die in Abb. 1 skizziert ist. 

Der Krater einer Bogenlampe / 
wird durch ein Linsensystem Sin 
Unendlichen abgebildet, und die durc| 
eine quadratische Blende B begrenzt 
parallelen Lichtstrahlen gehen din 
die zu untersuchende Lésung, die sic} 
in einer Leyboldschen Kiivette 4k 
befindet. Da der Depolarisations 
grad eine Funktion des Brechungs 
index ist, wird das Tyndallicht 
einem Monochromator M_ spektra 


j rein monochromatisch gemacht und dann analysiert, d. h. die Inte 
sitat der vertikal und horizontal schwingenden Komponente bestini::: 


Versuch 1. 


(EinfluB des Erhitzens.) 


Ein wesentlicher Punkt der Untersuchung an Natriumurat ist 


die Frage nach dem Zustande rein wisseriger Natriumuratlésuny 





46r 











Abb. 2. 


Gemessen bei 2 





und die Abhangigkeit dieses Zustandes 
von der Temperatur. Fiir diese wnd 
die weiteren Untersuchungen wurde 
das Natriumurat Lésung 
durehgehends hergestellt, so wie es 
Freundlich und Loeb (l.c¢.) ausfiih 
lich angegeben haben. Zur Unter 
suchung gelangten drei Lésungen 
die nach ihrer Herstellung bei 25' 
je auf 35 und 60° erhitzt 
waren und im abgekiihlten Zustand: 
zur Messung gelangten. An 
Lésungen wurde der Depolarisations- 
grad gemessen. 


und dessen 


worde! 
dies« n 


Die Versuchserge}) 


nisse sind in Tabelle I und Abb. 2 
wiedergegeben. 
Tabelle I. 


550 wu (Uratkonzentration 0,006 mol Liter). 
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25 2,426 
35 1,112 


60 0,246 
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Die bei 25° hergestellte Lésung A zeigt einen hohen Depolarisations- 

i, woraus folgt, daB es sich um ein ,,optisch triibes*’ Medium handelt 
Dieses muB demnach zweiphasig sein, also Teilchen oberhalb einer 
vgewissen GréBe enthalten. Diese sind in bestimmter Menge vorhanden: 
suberdem zeigt sich Abweichung von der Kugelform, wie aus der 
starken Depolarisation folgt, — und wie dieses auch aus spateren Dar- 
legungen noch hervorgehen wird. Es wird also eindeutig das Vorliegen 
eines kolloiden Systems angezeigt. Bei den auf héhere Temperaturen 
erhitzten Lésungen B und C nimmt der Depolarisationsgrad von B 
nach C hin bedeutend ab. Dieser Gang der Depolarisation ist in hohem 
MaBe charakteristisch fiir das Verhalten von Natriumurat als Kolloid- 
elektrolyt. Die Depolarisation zeigt nimilich an, daB bei Steigerung 
der Temperatur der kolloide Anteil auf Kosten des molekularen zuriick- 
geht oder, scharfer gefaBt: das ,,Gleichgewicht* Kolloid — Elektrolyt 
verschiebt sich bei Temperaturerhéhung nach der Seite Elektrolyt 
In der Lésung, die bei 25° hergestellt worden war, ist also der kolloide 
(nteil am gréBten. Es sei hier schon vorgreifend erwahnt, daB durch 
die nachfolgenden Messungen dieses Verhalten des Urats auch weiterhin 
durchweg bestatigt wird. 

Bei dieser Ursache der Abnahme des Depolarisationsgrades mit 
steigender Temperatur verringert sich naturgemaB stark die /ntensilat 
des Tyndallichtes im ganzen. Der Depolarisationsgrad wiirde zwar 
auch abnehmen, wenn die Teilchenform sich etwa wiederum der Kugel- 
gestalt anniherte. Dieses ist aber auszuschlieBen, da eben zugleich die 
Gesamtintensitat des Tyndallichtes abnimmt. In so starkem MaBe ist 
dieses nur bei Teilchenverkleinerung méglich'). Aus der Rayleighschen 
Strahlungstheorie folgt niaimlich, daB die Intensitat J des senkrecht 
zum einfallenden Strahle abgebeugten Lichtes betriigt 


? ” 9 


wo v die Zahl der in der Volumeneinheit enthaltenen Teilchen ist 
A die Amplitude des auffallenden Lichtes, v das Teilchenvolumen, 
A die Wellenlainge des auffallenden Lichtes, x eine bestimmte Lange 


n und n, sind die Brechungsexponenten von Dispersionsmittel und 


1 
Teilchen. Die Intensitaét des abgebeugten Lichtes ist also dem 
Quadrat des Teilchenvolumens proportional. Daraus ergibt sich eben 
daB die starke Abnahme der Intensitat allein durch Verkleinerung 
der Teilchen bedingt sein kann. 


1) Dabei ist naturgemaB vorausgesetzt, daB die Brechungsverhaltnisse 
beider Phasen sich nicht Andern. Eine Annahme, zu der man wohl 
herechtigt ist. 
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Ks muB hier aber noch ein anderer Umstand erwahnt werd 
der sich ebenfalls aus dieser Strahlungsformel unmittelbar  erg)\)t 
und von grundsatzlicher Bedeutung ist. Man sieht namlich aus (2 
dab es fiir die Teilchengréfe keine untere Grenze gibt, bei der die Lik 
abbeugung aufhdért. Daraus folgt sofort, daB auch Wolekiile dies tu 
werden, die Molekiile des Mediums sowohl wie auch darin gelést 
Allerdings wird sodann die Intensitat J schwach sein, so gering, dai 
sie unter gewoéhnlichen experimentellen Umstanden nicht wel 
genommen zu werden vermag. Steigert man dagegen die Intensitit 
der Beleuchtungsquelle in hinreichendem MaBe, und sorgt man ferner 
fiir geniigend grobe Unterschiede der Lichtbrechung, so wiirden selbst 
Molekiile von der genannten Art einen Tyndallkegel ergeben, wis 
dieses auch experimentell gezeigt worden ist. Versucht man doch 
auf diese Weise sogar die Gestalt der Molekiile zu bestimmen. Fin 
unsere gewohnlichen experimentellen Bedingungen aber mu fest 
gestellt werden, dab, obwohl ein Zusatzeffekt von seiten der Molekiile 
geliefert wird, er dennoch im Vergleich zu dem, der durch die disperse 
Phase hervorgerufen ist, von vielfach niederer GréBenordnung, also 
in bezug auf unsere Messungen als verschwindend sich erweist. 


Versuch 2. 
(EinfluB der Alkalizugabe.) 

In einer zweiten Versuchsreihe soll der EinfluB von Alkali auf 
den Zustand der wisserigen Natriumuratlésung untersucht werden 
Die Lésungen wurden bei genauem Innehalten der Vorschriften, die 
Freundlich und L. F. Loeb angeben, aus Natriumurat durch Erhitzen 
auf dem Waesserbad bei 26° hergestellt. Vor der Messung standen 
die alkalisierten Lésungen jeweils 24 Stunden. Die Ergebnisse der 
Untersuchung sind in Tabelle Il und Abb. 3 dargestellt. 


Tabe lle Il. 


Gemessen bei / 550 wu (Uratkonzentration 0,006 mol Liter). 





n 10 NaOH 


Lécung ccm “ - 
l 0.0 1,429 
2 0.1 1.497 
3 0.2 1,049 0,675 
03 1.380 
D OD 1.138 
6 0.7 0.432 0,216 


In Abb. 3 ist als Abszisse der Zusatz von n/10 NaOH auf 10 ccm 
Lésung angegeben, als Ordinate die Depolarisation. 
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Das Ergebnis ist iiberraschend. Wie man erkennen kann, liegt 
bei einer Konzentration von 0.2cem n lO NaOH ein Optimum det 
Kolloidbildung vor Dieselben Messungen wurden an drei weiteren 
Losungen wiederholt Sie zeitigten alle dasselbe Ergebnis Ursache 
Tul diese Erhéhung der Depolarisation kann eine Verringerung des 
Dispersitatsgrades der kolloiden ae ee ee 
Phase sein, oder eine Vermehrung Ps rv  ] 
der Teilchenzahl entsprechend den , 
Bemerkungen, die oben im theore- 
tischen Teil gemacht worden waren 
Es war also nunmehr eine Ent 
scheidung zu treffen, welche von 
beiden Méglichkeiten hier in Be- 
tracht kommt. Dieses gelingt durch 
Bestimmung der Depolarisation in 





zwei _Konzentrationen 








Bei den theoretischen Bemer- 





: > 
kungen wurde bereits erwihnt. dab 7 a8 
—»> /fonz. No 
R. Gans zeigen konnte, dab die 
qe ; Abb 3 
Depolarisation von der Konzentra- 
tion abhangt. Er hat auch die mathematischen Beziehungen zwischen 
beiden GréBen ermittelt. Hierfiir ist in hohem MaBe charakteristisch 
die Depolarisation @, eines einzelnen Teilchens. ©, ist unabhingig 
von der Konzentration und zugleich ein direktes MaB fiir Teilchen- 
gréBe und -form. Diese wichtige GréBe nun laBt sich aus Depolarisations 
messungen bei zwei verschiedenen Konzentrationen berechnen. Es ist 
a@Q@, (1 + 20,) -O0,(1 ; .O,) j a) 


oy 
, a(l+ 50,)—-—( @,) 
wo a ist 
Ce 

Hierbei bedeuten c, die eine Konzentration, ¢, die andere, @, und 
@, die zu ihnen gehérigen Depolarisationen. Fiir Lésung Nr. 3 mit 
0.2cem n 10 Alkali und fiir Lésung Nr. 6 mit 0,7 ceem n/10 Alkali 
wurde die Depolarisation in zwei Konzentrationen ermittelt und daraus 
die Depolarisation , eines Einzelteilchens errechnet Es ergibt sich 
daB fiir Lésung Nr.3 ein Optimum hinsichtlich der Teilchengrépe vorliegt, 


da 0, betrachtlich griéBer ist als bei Lésung Nr. 6!') (s. Tabelle IT) 


1) MuB hier auch zugegeben werden, daB bei Verdiinnung der Lésung 
schon eine ,,Gleichgewichts**-verschiebung von Kolloid — Elektrolyt 
nach dem Elektrolyt hin eintreten wird, so liegt andererseits die Annahme 
nahe, daB bei den sehr geringen, hier vorliegenden Verdiinnungen (5: 6) 
dieser Fehler gering zu achten ist. Die Berechtigung zu dieser Vernach 
lassigung ergibt sich aus der im Abschnitt IV ermittelten molekularen 


Léslichkeit. 
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Vorausgreifend sei hier gleich bemerkt, daB sich aus den quant 
tativen Feststellungen bei der Dunkelfelduntersuchung ergeben wir 


daB bei dieser Lésung zugleich auch eine Vermehrung der Teilchenz:}/ 


vorliegt, wodurch sich die obige Annahme rechtfertigt, daB hier ein 
Optimum der Kolloidbildung besteht. 


Il. Dunkelfeldbetrachtung. 

Aus dem Vorstehenden wird sofort die Frage hervorgehen, ol 
nicht der besondere kolloide Zustand der vorliegenden Uratlésuny 
auch bei ihrer Betrachtung im Dunkelfeld sich nachweisen laBt. Dazu 
ist grundsatzlich zu bemerken, daB dieses nicht erforderlich ist. Polari 
siertes Tyndallicht wird vorzugsweise ausgestrahlt von zweiphasigen 
Systemen, bei denen die Durchmesser der Teilchen der dispersen Phas: 
im GréBenbereich von etwa 5.107% bis 5.107-%em liegen. Diese 
Teilchen sind daher amikronisch und lassen sich nicht im Dunkelfeld 
erkennen, sondern hellen nur den Untergrund schwach auf. In unserem 
Falle dagegen gliickt es, bei der Betrachtung der reinen Uratlésung 
im Kardioiddunkelfeld diese Lésung einwandfrei als Sol zu erkennen 
Man sieht nicht allzu kleine, maBig lichtstarke Aggregate in Brownscher 
Bewegung. Diese Aggregate zeigen gegen das Dispersionsmittel nicht 
so starke Differenzen in der Lichtbrechung wie ein ausgesprochen 
hydrophobes Sol, — etwa ein Metallsol --, dagegen bestehen aber doch 
stirkere, solche Unterschiede, als sie 
etwa ein Lecithinsol gegen sein Dis 
persionsmittel aufweist. Damit sei 
der Grad der Hydrophilie des Natrium 
uratsols annaihernd  charakterisiert 
Weiterhin zeigt sich hier als besondere 
Kigenheit der dispersen Phase, dab sit 
nicht aus kugeligen Teilchen besteht 
sondern daB langliche, — etwa lang- 
liche Plattchen. — vorliegen. Damit 
erklirt sich das zuweilen unter 





giinstigen Umstinden wahrnehmbare 

Abb. 4. Funkeln des Uratsols. Auch das bis 

weilen bemerkbare ausgesprochene 

Schlieren der Uratlésungen findet in der anisodiametrischen Teilchen- 

form seinen Grund. Abb.4 gibt die Dunkelfeldaufnahme der 

reinen Uratlésung, so wie sie von uns verwendet wurde. Durch 

sie wird ebenfalls objektiv der Solcharakter des vorliegenden 
Systems erwiesen. 

Variiert man nun die Zustandsbedingungen fiir die Uratlésung 

durch Zusatz von Alkali in der Weise, wie dieses oben mitgeteilt wurde 
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so veigt sich bei der Dunkelfeldbetrachtung unter allseitiger Beleuchtung 
‘ Anderung des ,.Bildes**, die genau dem oben beschriebenen Kurven- 
verlauf bei der Depolarisationsmessung entspricht. Bis zum Zusatz 
von 0.2 cem Na(OH) auf 10 cem Sol nimmt die Teilchenzah/ in leicht 
erkennbarer Weise zu. Die Zunahme der Teilchengréfe ist bei dieser 
Betrachtungsart nicht zu erkennen, was ja auch nach der Natur der 
Abbildung’* im Dunkelfeld nicht zu erwarten ist, was aber bei 
einer anders gearteten Untersuchung, von der oben die Rede gewesen 
war, sich herausgestellt hatte. Auch eine photographische Wiedergabe 
der Teilchenvermehrung ist technisch auBerst schwierig, weswegen wir 
auf sie hier verzichten. Sie ergibt sich weit einfacher auf eine gleich 
zu erwahnende Weise. Geht man in der Alkalizugabe weiter, so nimmt 
die Teilchenzahl wieder ab. Damit ist die Uhereinstimmung mit den 
Depolarisationsmessungen sichergestellt. 

Die hier soeben qualitativ dargelegten Erscheinungen bei Be- 
trachtung im Dunkelfeld unter allseitiger Beleuchtung sind aber einer 
quantitativen Auswertung zugiinglich, sobald man zu einseitiger Be- 
leuchtung iibergeht. Zu diesem Zwecke wurde das Zsigmondysche 
Immersionsultramikroskop herangezogen. Mit diesem wurde die Aus- 
zahlung der Teilchen in der iiblichen Weise vorgenommen. Das Er- 
gebnis ist in der Tabelle Il] zusammengefaBt. 


Tabelle 111. 


Zahilvolumen 308 4°. Mittel aus 300 Zahlungen. 











Lé | a 10 NaOH 1 > ’ Mittel 
ete, com Tropfen | Tropfen Tropfen — 
‘ : 
l 0.0 4.12 3.21 3.37 3.27 
2 1 (3.55) 3.29 342 342 
D OD 1.81 1.71 1.82 1.78 
6 0.7 0.666 0.688 0.645 0.665 
Aus ihr geht zunichst die Be- : ee cee | _ 
statigung der Befunde bei der De- | — 
polarisationsmessung hervor. Die reine 3 
Uratlésung (Lésung Nr. 1) weist eine . 
bestimmte Zahl von Aggregaten auf, & 
die sich in Brownscher Bewegung + 
befinden. Dadurch ist ihr kolloider - 
Charakter bewiesen. Bei Alkalizusatz |’ 
nimmt dieser kolloide Anteil bis zur 
Zugabe von O2cem n10 NaOH aa a ae 
(Lésung Nr. 2) zu, um dann bei weiter “np fiee OY 


steigender Alkalitat wieder abzu- Abb. 5 
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nehmen. Damit ist aber nunmehr fiir das qualitative Ergebnis jy 
Kardioiddunkelfeld die exakt quantitative Bestaitigung gefunden 

Wir geben schlieBlich noch drei Abbildungen des Tyndallke: 
wie er sich im Immersionsultramikroskop darbietet 


Is 





Abb. 6 Abb. 7 





Abb. 8. 


Abb. 6 zeigt die reine Natriumuratlésung, Abb. 7 dieselbe unte 
Zusatz von 0,.leem NaOH, Abb. 8 diejenige von 0.7 com NaOH 
Zusatz. Es laiBt somit also auch die Dunkelfeldbetrachtung keinen 
Raum fiir eine andere Auffassung des Zustandes der hier verwendeten 
Natriumuratlésung als fiir die des Vorliegens eines typisch zwei 
phasigen, kolloiden Systems. 

Es muB an dieser Stelle noch aufmerksam gemacht werden auf 
einen Befund, den BR. Stern (l.c.) als .,einmaliges Zufallsprodukt 
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bei seinen Untersuchungen iiber das Verhalten der Urate mitteilte 
kr konnte bereits gewisse Teile der oben beschriebenen Ergebnisse 
unserer Dunkelfeldbeobachtungen an einer Uratlésung feststellen 
So fand auch er das Schlieren, die nichtkugeligen Teilchen und das 
Funkeln. Weitergehende Untersuchungen konnte er leider nicht an 
stellen, da er sein Sol nicht reproduzieren konnte. So blieb sein damaliger. 
yon uns nunmehr endgiltig bestatigter Befund eine Singularitét 
wie Stern in seiner Arbeit selbst bemerkt. Wir konnten dagegen mit 
der auf unsere Weise hergestellten Uratlésung unsere Befunde stets 
reproduzieren. 

Im tibrigen muB erwaihnt werden, daB vorher schon H. Schade (1. ©.) 
bei seinen Uratlésungen auf das Vorliegen des Tyndallichtes hingewiesen 
hatte. Allerdings ist er nicht tiefer in die Anelyse dieses Phanomens 
eingedrungen, was zu seiner Zeit auch noch nicht méglich war 

Es war nunmehr naheliegend, eine Bestimmung der absoluten 
TeilchengréBe anzustreben, da die Zahlung im Ultramikroskop mit 
erheblicher Genauigkeit vorgenommen werden konnte Beziiglich 
der absoluten Genauigkeit derartiger Messungen sei in rein physi- 
kalischer Beziehung hier erwahnt, dab es sich naiitrlich nur um die 
Bestimmung einer mittleren GréBe hendeln kann; denn es ist wohl 
hinreichend bekannt, daB alle kolloiden Systeme in weitgehendem 
MeBe polydispers sind, unter Vorwiegen einer bestimmten mittleren 
GriBe. Ferner werden zur weiteren Berechnung gewisse vereinfachende 
Annahmen notwendig, die vor allem die Teilchenform betreffen. Nimmt 
man den physikalisch einfachsten Fall der Wirfelform en, so bestimmt 


sich der Teilchendurchmesser } zu 


ba ches (4) 
sn 


Hierin bedeutet v das Zihlvolumen, ¢ die Konzentration der kulloiden 
Phase, s das spezifische Gewicht und » die mittlere Teilehenzahl im 
Zahlvolumen. 

Da das spezifische Gewicht von Natriumurat aus der Literatur 
nicht zu ermitteln war, wurde es von uns bestimmt nach der 
Pyknometermethode als in Alkohol aufgeschwemmtes Pulver. Es 
ergeb sich zu 2.356 bei 20°. 

Weiterhin muBte die Konzentration der kolloiden Phase ermittelt 
werden. Es wurde zuerst versucht, den kolloiden Anteil durch Zentri- 
fugieren bei 5000 Touren zu entfernen. Es gelang jedoch selbst bei 
sehr langem Zentrifugieren nicht, zu klaren Lésungen zu kommen 
Dieses Ziel wurde dann durch U/trafiltration erreicht. Wir benutzten 
den Ultrafiltrationsapparat nach Zsigmondy mit Membranfiltern von 
solcher PorengréBe, daB 20cem Natriumurat in 2 Stunden filtriert 
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wurden. Im Filtrat und in der Ausgangslésung wurde nach der Mil} 
kjeldahlmethode die Natriumuratkonzentration bestimmt und hieraus 
die Léslichkeit und Konzentration der kolloiden Phase errechnet 

Bei 20° ergab sich eine Léslichkeit von 0.683 ¢ Natriumurat im 
Liter bei einer Gesamtkonzentration von kolloidem und molekularem 
Anteil von 1,076 g Natriumurat pro Liter. Es betraigt demnach de 
kolloide Anteil bei dieser Konzentration (in 0,005 mol Liter) etwa 
40 Proz. 

Dieser Methode der Konzentrationsbestimmung des kolloiden 
Anteils kénnte noch der Einwand gemacht werden, daB ein betracht 
licher Anteil in sehr feiner Verteilung mit in das Ultrafiltrat gelangen 
kénne und so eine erheblich gréBere Léslichkeit vortiuschen. Es 
ist daher erforderlich, auf einem unabhingigen, anderen Wege dieses 
Ergebnis zu priifen. Defiir erwies sich die Lichtabsorption als geeignet 
Die molekulare Lésung von Natriumurat zeigt fiir die griine Queck. 
silberlinie 4 = 546,07 keine Absorption. Erst bei Gegenwart von 
Kolloidteilchen tritt eine solche auf, die durch Streuung hervorgerufen 
ist. Es wird nunmehr die Lichtabsorption als Funktion der Kon. 
zentration bestimmt und damit der Punkt ermittelt, fiir den die Ab 
sorption Null wird, d. h. alles molekular gelést ist. Das Ergebnis 
ist in Tabelle LV sowie Abb. 9 wiedergegeben. 

















E Tabelle IV. 
20 T | Photometriert bei 7 546.07. 
’ J 
Konzentration E log - 
‘ t 
1,00 2.315 
0,80 1,032 
0,800 0,600 3400 0,666 O11 
——> Aonzentration 
Abb. 9. 0,500 O.058 


In Abb. 9 ist auf der Abszisse die Konzentration des Urats in 
Gramm pro Liter und auf der Ordinate die Lichtextinktion auf- 
getragen. Hiernach bestimmt sich die Léslichkeit zu 0.51 g Natrium- 
urat im Liter. Es ergibt sich also auf diesem Wege eine geringere Lés- 
lichkeit. Bei der Ultrafiltration ist eben ein gewisser kleiner Antei! 
noch kolloid hindurchgegangen. Er liegt in amikronischer Form vor 
wovon die optische Homogenitat der Lésung bei ganz schwacher Auf- 
hellung des Dunkelfeldes im Immersionsultramikroskop Zeugnis ablegt 
Daraus ergibt sich also, daB in der Natriumuratlésung Submikrone» 


Amikronen und Jonen vorhanden sein miissen. 
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Nach Bestimmung der Léslichkeit waren alle Daten fiir eine Be- 

Is vechnung der Teilchengréfe vorhanden. Sie ergibt fiir den Durchmesser 

einen Wert von 2,3 . 10-5 cm. Damit ist ein Wert fiir die TeilchengréBe 

" vefunden, der tatsachlich in dem Bereich liegt, der fiir die kolloiden 
Systeme vorzugsweise charakteristisch ist. 


Ergebnis. 


Gegeniiber der Annahme einer Reihe von Autoren, daB die gelésten 
(rate in gréBerer oder geringerer Menge kolloide Bestandteile von 
Natriumurat enthalten, und gegeniiber der weitergehenden Folgerung 
von Freundlich und Loeb, daB das Nuatriumurat ein Kolloidelektrolyt 
im Sinne McBains sei, bringt die vorstehende Arbeit auf mehreren, 
voneinander unabhingigen Wegen den direkten Beweis von der Zwei- 
phasigkeit, von dem kolloiden Zustande, der reinen Uratlésung. Die 
Verwendung der Messung des Verhaltnisses von natiirlicher zu polari- 
sierter Lichtmenge (Depolarisation), die seitlich ausgestrahlt wird 
(Faraday-Tyndallicht), sowie die Anwendung weiterer quantitativer 
Methoden (Zahlung usw.) erméglichen es dagegen, tiber die rein quali- 
tative Feststellung des Vorliegens eines kolloiden Systems hinaus- 
zugehen. Es kénnen nunmehr bereits exakte, quantitative Aussagen 
iiber physikalische Konstanten des Uratsols gemacht werden. So 
konnte fiir eine bestimmte Uratkonzentration festgestellt werden, mit 
welchem Prozentsatz echt geléster Anteil hier im ,,Gleichgewicht" steht 
mit dem kolloiden. Es konnte ferner Teilchenzah] und TeilchengréBe 
ermittelt werden. 
Einen weiteren Einblick in den Charakter des Natriumuratsols gab 
aber sein Verhalten gegeniiber Variierung der Zustandsbedingungen 
durch Zusatz von Alkali und Erhitzen. Dabei ergab sich durch direkte ' 
Messungen, daB bei wachsendem Alkalizusatz zuniachst Teilchenzahl 
und TeilchengréBe zunehmen, um bei noch weitergehender Alkali- 
sierung sich dem Zustande echter, molekulardisperser Lisungen zu 
nihern. Damit ist weiterhin bewiesen, daB eine einzige Natriumurat- 
lésung sowohl zu einem wesentlichen Teil in typisch kolloider Form 
vorliegen, daB aber dieselbe Konzentration, sobald man nur ihre Zustands- 
hedingungen andert, in echt geléster Form erscheinen kann. Darin 
erweist sich also wiederum der Elektrolytcharakter der Natriumurat- 
lésungen. Die Erwarmung liefert analoge Ergebnisse. 
Auf diese Weise beantwortet sich nunmehr von selbst eine Frage, 
die sich gewiB an mehreren Stellen der Arbeit schon erhoben hat, die 
Frage, welchem Umstand es zugeschrieben werden muB, daB die eine 
teihe von Forschern stets zu echt gelésten Uratsystemen gelangte, 
wahrend die andere Reihe nur kolloide vorfand. Die Messungen 
(Tabellen I, I] und Ill, Abb. 2, 3 und 5) zeigen aufs deutlichste, dab 
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schon geringe Abweichungen von jenen oben genannten GréBen eine) 
starken EinfluB auf den Zustand der Uratlésungen ausiiben werden 
LaBt sich doch aus den Kurven ablesen und somit voraussagen, was 
geschehen wiirde, falls man z. B. die Reaktion oder die thermisch, 
Vorbehandlung anders waihlen wiirde. So erkennt man aus Tabelle | 
und Abb. 2, daB Lésungen, die oberhalb 25° hergestellt oder nach 
triglich auf héhere Temperatur gebracht worden sind, viel wenige 
Anhaltspunkte fiir kolloiden Charakter liefern werden als solche, di: 
bei 25° hergestellt sind. Aus Tabelle Il und Abb. 3 wiederum geht 
hervor, daB eine bestimmte Alkalitdt im Medium die Gewahr fiir aus. 
gepragtest kolloiden Charakter bietet, daB aber auch nur geringe Ab 
weichungen von dieser Reaktion den anderen méglichen Zustand 
den Elektrolytzustand, begiinstigen werden. 

Im AnschluB an die dargelegten Ergebnisse seien schlieBlich noch, 
einige prinzipielle Bemerkungen gestattet. In seiner Zusammen 
fassung iiber den Stand des Uratproblems schreibt Héber (11): ..2s 
ist also wohl kaum zu bezweifeln, daB das Natriumurat, wenn es in iiber 
sittigter Lésung vorhanden war, bei seinem Ausfall ein kolloides Stadium 
durchlaufen kann.’ Weiterhin bemerkt er: ..Es lassen sich also Stadien 
in den tibersittigten Lésungen finden, waihrend deren das Urat teilweis: 
in kolloider Form vorhanden ist.“ 

Demgegeniiber zeigen unsere Untersuchungen einwandfrei, dai 
fiir Auftreten des kolloiden Zustandes das Uberschreiten des ,,Sattigungs 
punktes“ nicht notwendig ist. Die genaue Bestimmung der molekularen 
Léslichkeit mit Hilfe der Lichtabsorption ergab bei 20° eine Léslichkeit 
von etwa 0,51 g Natriumurat im Liter. Das ist erst etwa die Halft: 
derjenigen Menge, die als ,.Sattigungskonzentration“ gilt. Diese betragt 
allerdings fiir 37°, 1,3g im Liter'). Sodann aber ist nach den vorliegenden 
experimentellen wie auch theoretischen Ergebnissen zu _ bezweifeln 
ob den bisher angewendeten Begriffen von ,,Sattigung“ und ,,Uber 
sattigung hier tiberhaupt noch ein exakter Sinn zugeordnet werden 
kann. Eine echte Lésung, deren Sattigungspunkt iiberschritten ist 
kristallisiert aus oder befindet sich in echter tibersattigter Lésung 
Diesem definierten Zustande steht beim Natriumurat, — tiberhaupt 
bei den Kolloidelektrolyten, — folgender Befund gegeniiber. Von 
einer bestimmten Konzentration ab*) treten Ultramikronen auf, deren 
Zahl bei weiterer Konzentrationssteigerung zunimmt. Es kénnte hier 


1) Es ist hierbei darauf zu verweisen, da8 nach Abb. 2 die Depolari- 
sation bei 37° gerade | ist, also der kolloide Anteil immer noch recht b« 
trachtlich. Wenn also auch bei 37° die molekulare Léslichkeit gréBer sein 
wird als 0,51 g/Liter, so wird sie sicher von 1,3 g noch recht entfernt sein 

2) Diese stimmt mit jener ,,Sattigungskonzentration® nicht tiberein! 
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wohl eingewandt werden, daB eben dieser kolloide Anteil den aus- 


gefallenen Kristallen entspricht. Dem ist aber entgegenzuhalten, 
da®B der kolloide Anteil stabil ist, daB eine bestimmte mittlere Teilchen- 
gripe vorliegt, die nicht weiter tiberschritten wird, und daB diese Teilchen 
die Brownsche Bewegung zeigen. Es miissen also in diesem Falle 
den Kristallisationskraften, der Molekularattraktion, hier solche Kriafte 
entgegentreten, die jener Molekularattraktion schlieBlich das Gleich- 
gewicht halten, also bewirken, daB ein weiteres Wachstum der Teilchen 
von einer bestimmten GréBe ab unterbleibt. Dieses sind aber fiir 
gewohnlich die Krafte der elektrischen Doppelschicht an submikro- 
skopischen Phasengrenzen. Sie wirken weitgehend in Richtung der 
VergréBerung der Gesamtoberflache. Alles dieses ist aber wiederum 
charakteristisch allein fiir kolloide Systeme. Man hat es also mit einem 
Gesamtvorgang zu tun, der mit der einfachen Kristallisation nicht 
zusammenfallt. Aus alledem ergibt sich demnach, daB man fiir neutrale 
wisserige Uratlésungen den Vorstellungskomplex von_ ,,Sattigung* 
und ,,Ubersiattigung‘‘, der bei echten Lésungen wohl definiert ist, 
hier nicht anwenden sollte, so wenig wie man dieses bei den Seifen- 
lésungen oder dem Vanadinpentoxydsol tut. 


Zusammenfassung. 
Die vorstehende Arbeit bringt: 
1. den direkten Beweis fiir den Kolloidelektrolytcharakter der 
Natriumuratlésungen ; 
2. dariiber hinaus quantitative Angaben tiber bestimmte physi- 
kalische Parameter des Uratsols. 
Zu 1. Der Beweis des Vorliegens eines Uratsols ergibt sich aus: 
a) der Existenz einer erheblichen Depolarisation ; 
b) dem Dunkelfeldbild bei allseitiger sowie auch einseitiger Be- 
leuchtung ; 
c) dem Verhalten gegen Ultrafiltration. 
Zu 2. Die quantitativen Aussagen erstrecken sich auf 
a) die Angabe, mit welchem Prozentsatz bei bestimmter Kon- 
zentration kolloider Anteil im Gleichgewicht steht mit echt 
geldstem : 
die Teilchenzahl, die Teilchenform und Teilchengréfe bei einer 
bestimmten Konzentration; 


b 


~— 


ce) den Sinn, in dem dieser Kolloidelektrolyt seinen Zustand 
aindert, sobald man gewisse ZustandsgréBen variiert, wie 
a) die Reaktion des Milieus, 
B) die Temperatur, der die Lésung nach ihrer Anfertigung 
unterlag. 
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Studien iiber Fett- und Lipoidstoffwechsel. 


I. Mitteilung: 
Uber alimentire Lipimie. Die Beziehungen zwischen Neutralfett und 
Lipoiden in der Norm und bei Belastung mit Neutralfett bzw. Oleinsiure. 


Von 


Samuel Leites. 


\us dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des Medizinischen 
Instituts zu Charkow (Ukraine.)] 


(Eingegangen am 9. Februar 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Die Fette und Lipoide, die durch einige ihrer allgemeinen chemischen 
und physikalischen Eigenschaften in eine Gruppe vereinigt sind, unter- 
scheiden sich bedeutend voneinander nach der physiologischen Rolle, 
welche sie im Organismus spielen. 


Fette Triglyceride — dienen dem Organismus hauptsachlich als 
Brennmaterial; ihre Bedeutung in der Okonomie des Organismus wird durch 
ihren Kalorienwert bestimmt; aber die Rolle der Lipoide — Sterine und 
Phosphatide — geht weit iiber die Grenze ihrer Kalorienwertbedeutung hinaus 
und wird in bedeutendem Grade durch ihre physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften bedingt. Da die Lipoide schwache Oberflachenspannung be- 
sitzen, konzentrieren sie sich hauptséchlich in den auBeren Zellschichten, 
und indem sie die Rolle der Regulatoren des Wassers und lonenaustausches 
in der Zelle spielen (Brinkman und v. Dam, Meyer und Schaffer), erscheinen 
sie als einer der Hauptfaktoren, welche die Zellpermeabilitat und 
eo ipso ihre Ernéhrung und ihre dynamischen Eigenschaften bestimmen. 
Wenn man hinzufiigt, daB Lipoide als Aktivatoren der Fermente dienen 
(Arrhenius, Sachs, Landsteiner und Jagic), ferner, daB sie groBe Bedeutung 
fiir die synthetischen Prozesse des Organismus (B. Danilewsky) und fiir die 
Immunitatserscheinungen (H. Much) besitzen, so wird die &uBerst wichtige 
aktive Rolle der Lipoide in der Dynamik der physiologischen Prozesse 
auBer Zweifel stehen. 

Infolgedessen ist es dringend notwendig, das Schicksal der Lipoide 
im Organismus aufzukliiren, einzelne Etappen ihres Stoffwechsels, den 
Mechanismus ihrer Metabolie usw. Diese Fragen bieten besonderes 
Interesse fiir die pathologische Physiologie, sofern der Stérung des 
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Lipoidstoffwechsels einerseits die Pathogenese einer Reihe von 
krankungen zugrunde liegt, und die Verainderung andererseits als | 
gewisser pathologischer Zustande (Diabetes, Nephrose, Splenomegali 
anderer) erscheint. 


In dem Stoffwechsel, der in dem komplizierten, vielzelligen Organisi. 
stattfindet, kann man zwei Arten eng miteinander verbundener Provzes 


unterscheiden; die Prozesse der Bildung, der Umwandlungen und des 


Zerfalls des Stoffes in die bestimmten Zellelemente und durch die spezifis 
Funktion der letzteren einen bestimmten, sogenannten inneren, zelliger 
intermediaren Stoffwechsel; einzelne Etappen, verschiedene Phasen diese; 
Prozesse, sind im differenzierten Organismus mit verschiedenen, zellige: 
Aggregaten verbunden. Die Ubergiange einer Etappe des inneren Stofi 
wechsels in eine andere, welche von bestimmten korrelativen Wechse! 
beziehungen zwischen den zelligen Komplexen abhangig sind, bilden di 
zweite Gruppe der Prozesse des Stoffwechsels; die regulatorischen Apparat: 
des Organismus endokrines System und vegetatives Nervensysten 
spielen eine dominierende Rolle in dem Mechanismus dieser zweite: 
Gruppe der Prozesse. Was den inneren intermedidren Stoffwechsel lx 
trifft, so zeigt eine Reihe von Angaben (Metschnikof/, Ranvier, Goldman 
Aschoff, Carrel, Bogomoletz) eine Verbindung des letzteren mit der Funktio: 
des Mesenchyms, naimlich mit jenen ihrer aktiven Elemente, welche durc! 
Metschnikoff in dem Begriff der makropnagischen Elemente vereinigt waren 
und durch Aschoff und seine Schule in dem sogenannten reticuloendo 
thelialen Apparat hervorgehoben sind. 


Von diesem Standpunkt aus kann sich die Erforschung des Fett 
und Lipoidstoffwechsels in zwei Richtungen entwickeln; einerseits di: 
Erforschung einzelner Etappen des Schicksals der Fette und Lipoide im 
Organismus, der Wege ihrer Bildung, der verschiedenen Stadien ihrer Um 
wandlungen und des Zerfalls, und andererseits die Aufklarung der Wechisel 
beziehungen zwischen einzelnen Phasen des intermediaren Stoffwechsels, 
der Rolle der regulatorischen Apparate in ihrer Korrelation. Es ist selbst 
verstandlich, daB das erste dem zweiten vorangehen sollte, um so mehr, als 
die Frage nach der Metabolie der Fette und besonders der Lipoide, tiber de: 
Ort ihrer Synthese und den Zerfall, iiber den Charakter ihrer Umwandlungen 
als eine in der Physiologie am wenigsten aufgeklirte erscheint. Ab 
gesehen von der verschiedenen physiologischen Bedeutung, welche di 
Fette und Lipoide haben, besteht zwischen ihnen im Organismus ein 
innige Verbindung, eine bestimmte Wechselwirkung, die dadurch zun 
Ausdruck kommt, daB, wie die klinischen und experimentellen Beob 
achtungen zeigen (Klemperer und Umber, Birger, Feigl, Bloor, Knudson, 
Wacker und Hueck, Schaeffer, Reicher, Sakai u. a.), die quantitative Ver- 
anderung der Fette im Blute immer von Veranderungen des Cholesterins 
und der Phosphatide begleitet wird, und umgekehrt, die Zunahme oder div 
Abnahme der letzteren im Blute die Veranderungen der Triglyceride zw 
Folge hat. Dieser Umstand laBt a priori vermuten, daB die Metabolie der 
Fette einerseits und Lipoide andererseits innig verbunden sind und eben 
dadurch Veranlassung gibt, die Prozesse des intermedidren Stoffwechsels 
der Fette und Lipoide unter diesem Standpunkt zu erforschen. Ein 


j 


andere Frage, welche sich bei einem Studium des Stoffwechsels cer 
Fette und Lipoide einstellt, ist die Klarung der zelligen Komplexe bzw 
Organe, in welchen dieser Stoffwechsel vor sich geht, und die Klarlegung 
ihrer Funktion in dieser Beziehung. 
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Eine Reihe experimenteller Arbeiten, welche dieser Frage gewidmet 
(Landau, Rothschild, Soper, Eppinger, Embden, Artom, Chaujfjard, 
Grigaut, Roger und Binet, Abelous und Soula, Marino, Lombroso u. a.), 
verbinden die Prozesse der Fett-Lipoidmetabolie mit der Funktion der 
Milz, Leber, Nebenniere und Lunge. Andererseits zeigen die morphologischen 
Untersuchungen (N. N. Anitschkow, Chalatow, Wacker und Hueck, Versé, 
M. B. Schmidt, Zinserling, Klinge und Wacker, W. H. Schultze, Lutz, Kawa- 
mura, Kusunoki, Oppenheimer), daB chronische Lipamien und Lipoidamien 
experimentelle und klinische — von den Ablagerungen der Lipoide in 
Reticuloendothelien der Milz, Leber, Nebennierenrinde und des Knochen- 
marks begleitet werden, und heben mit denselben die Frage iiber das reti- 
culo-endotheliale System, als Apparat des intermedidren Stoffwechsels der 
Fette und Lipoide, hervor. 

Die experimentellen und morphologischen Angaben, welche als 
Vorbedingung fiir unsere Forschungen erscheinen, lassen folgende dabei 
entstehenden Probleme offen und ungelést: 

1. Ob der physiologische ProzeB der Elimination der Fette und 
Lipoide aus dem Blute in den Organen mit entwickeltem Reticulo- 
endothel und besonders in der Milz, diesem reticulo-endothelialen 
Organ par excellence, vor sich geht. 

2. Ob Leber, Milz, Lunge, Nebenniere die Wechselbeziehungen 
zwischen Fetten und Lipoiden bestimmen und in welcher Richtung. 


3. Ob neben den Prozessen der Elimination der Fette und Lipoide 
aus dem Blute die Prozesse der Umwandlungen, Verarbeitung, Metabolie 
der resorbierten Stoffe in diesen Organen Platz haben, und inwiefern 
dies mit der Funktion der reticulo-endothelialen Elemente ver- 
bunden ist. 

Die Aufklirung dieser Fragen haben wir als Aufgabe unserer 
Untersuchungen gestellt, die in folgenden Richtungen hin unter- 
nommen sind: 

a) Die Untersuchung des Bildes und des Verlaufs der alimentiren 
Lipamie bei der Einfiithrung per os Ol. olivarum und Acidum oleinicum 

b) Die Untersuchungen des Bildes und des Verlaufs der alimentiren 
Lipoidimie bei der Einfiihrung per os des Cholesterins im Olivendl 
und des Lecithins. 

c) Dasselbe wie bei a) und b) aber bei ,.Blockade™ des reticulo- 
endothelialen Systems mittels Collargol und Tusche. 

d) Dasselbe wie bei a) und b), aber nach der Splenektomie und 
Splenektomie + ,,Blockade“. 

e) Die Erforschung der Rolle der Lungen im Fett- und Lipoid- 
stoffwechsel in der Norm, nach ,,Blockade“ und Splenektomie. 

f) Die Erforschung der Rolle der Reticuloendothelien der Leber 
und Milz in dem Mechanismus der Bildung des Cholesterins der Galle 


18* 
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Als Versuchstiere dienten Hunde. Das Blut, das periphere als auch 
das arterielle und venése, welches von den inneren Organen abstréimte 
wurde auf den Gehalt an Neutralfett, freiem Cholesterin, gebundenem 
Cholesterin, auf die sogenannte Phosphatidfraktion (Phosphatide 

+ Seifen) nach Bang und auf lipoiden Phosphor hin untersucht. 


2. Methodik. 


Eine der Ursachen, welche die Erforschung der Fett-Lipoidmetaholi: 
erschwerten, sind die methodologischen Schwierigkeiten in der Bestimmung 
der Fette und Lipoide und ihre Einteilung. Wenn in bezug auf Fett; 
(Triglyceride) die Erforschung des Gaswechsels als Methode gilt, welch: 
iiber die SchluBphase ihres Stoffwechsels, ihrer Verbrennung und in |» 
stimmten Grenzen iiber ihre Umwandlungen zu urteilen erlaubt, so kann 
man dasselbe in bezug auf Sterine und Phosphatide, deren Kalorienwert in 
dem Organismus gering ist, nicht sagen; die morphologische Methode de 
Erforschung der Fette und Lipoide, welche die quantitativen Wechse! 
beziehungen (Kutschera-Aichbergen, Hammar, Versé) nicht zeigt, erscheint 
auch als ungeniigende, und nur die chemische Bestimmung der Fette und 
Lipoide im Blute und in den Organen erscheint als Methode, welche dix 
Moéglichkeit gibt, iiber die Dynamik der Metabolie dieser Stoffe zu urteilen 


Auf den Vorbedingungen basierend, welche in der Einleitung erwihnt 
sind, verlangte das Anstellen unserer Versuche erstens Serien-Unter 
suchungen und zweitens gleichzeitige Bestimmung des Neutralfettes, des 
Cholesterins, der Phosphatide und Fettséuren. Von diesem Standpunkt 
ausgehend, muBten wir allen bestehenden Methoden der Bestimmung der Fette 
und Lipoide die Methode Bang vorziehen, weil dieselbe eine unbedeutend 
Blutmenge verlangt, was als groBer Vorteil bei Serien-Untersuchungen 
erscheint, und andererseits — und dies hatte fiir uns eine besondere Be 
deutung — gibt sie die Méglichkeit, gleichzeitig das Neutralfett und einzelne 
Lipoidfraktionen im Blute zu bestimmen. Wie bekannt, geht nach Bang 
das Neutralfett und freies Cholesterin in den Petrolatherauszug ge- 
bundenes Cholesterin, Phosphatide und Seifen — in den Alkoholauszug iiber 


Die von uns in dieser Beziehung angestellten Kontrollversuche stimmen 
vollstandig mit den Angaben Bangs iiberein. Wir konnten uns iiberzeugen. 
1. daB das freie Cholesterin, wenn man ein Léschpapierstreifchen mit 
ausgetrocknetem Blute (80 bis 130mg) in der Kalte mit Petrolithe: 
behandelt, innerhalb 2 Stunden ginzlich in den Auszug_ iibergeht 
und die Cholesterinester und Phosphatide (bzw. lipoider P) nicht iiber 
gehen, und 2. da8 Cholesterinester und Phosphatide véllig in den Alkoho! 
extrakt (in der Kalte innerhalb 24 Stunden) iibergehen. Ich fiihre zwei 
Beispiele an: 


Hund 3. Aus der Vene des Ohres sind 12 cem Blut entnommen worden 
Bestimmung nach Bang: Petrolitherfraktion 0,104 Proz.; Neutralfett 
0,053 Proz.; freies Cholesterin 0,051 Proz.; Alkoholfraktion 0,280 Proz.; 
gebundenes Cholesterin 0,052 Proz.; ,,Phosphatide* 0,279 Proz.; lipoider P 
im Alkoholauszug nach Briggs 10 mg-Proz. 


Bestimmung nach Windaus: Freies Cholesterin 0.0503 Proz.; gebundenes 
Cholesterin 0,0535 Proz. 


Bestimmung nach Briggs: Lipoider P 9,72 mg-Proz. 
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Hund 5. Aus der Vene des Ohres sind 15 ccm Blut entnommen worden. 
Bestimmung nach Bang: Petrolitherfraktion 0,137 Proz.; Neutralfett 
0.047 Proz.; freies Cholesterin 0,090 Proz.; Alkoholfraktion 0,220 Proz.; 
gebundenes Cholesterin 0,062 Proz.; ,,Phosphatide™ 0,165 Proz.; lipoider P 
im Alkoholauszug (nach Briggs) 6,67 mg-Proz. 


Bestimmung nach Windaus: Freies Cholesterin 0,0821 Proz.: ge- 
bundenes Cholesterin 0,0644 Proz. 

Bestimmung nach Briggs: Lipoider P = 7,00 mg-Proz. 

Wie aus diesen Angaben ersichtlich ist, gibt die Bangsche Methode 
gute Resultate in bezug auf die Bestimmung der absoluten Zahlen des Chol- 
esteringehalts im Blute. Was die Exaktheit der Methode Bangs betrifft, 
so bemerken einige Autoren (Maas, Forster, Bing und Heckscher) groBe 
Schwankungen, bedeutenden Fehlerprozentsatz, welchen diese Methode 
ergibt. Jedoch, wie dies Blix und Fleisch richtig unterstreichen, hangt 
das weniger von der Methode selbst, als von ungeniigender Sorgfaltigkeit 
und Pedanterie in ihrer Handhabung ab. 

Die Arbeit von Blix und besonders von Fleisch, welcher etwa 2500 
Bestimmungen gemacht hat und fiir die Bestimmungen des Fehlerprozent - 
satzes eine statistische Methode angewendet hat, stellen die geniigende 
Exaktheit der Methode Bangs auBer jeden Zweifel. 

Unsere Bestimmungen, welche 2000 Bestimmungen einschlieBen, 
sprechen ebenfalls fiir eine geniigende Exaktheit der Methode Bangs. Der 
mittlere Fehlerprozentsatz in unseren Versuchen fiir die Petrolitherfraktion 
war gleich + 4 Proz., fiir die Alkoholfraktion + 5 Proz. 

Bei Anwendung der Methode Bangs fiir die Fett- wid Lipoid- 
bestimmung sind wir der Beschreibung nach Bang') gefolgt, indem wir die 
technischen Angaben von Bliz*) in Betracht gezogen haben; die Extraktion 
des gebundenen Cholesterins war von uns etwas ,verfindert, und zwar: 
nach 24stiindigem Alkoholauszug des Léschpapierstreifchens mit Blut war 
der Alkohol bei Zusatz eines Tropfens 25proz. NaOH bis zur vélligen Ver- 
dunstung abgedampft, und der Niederschlag wurde nach 24stiindigem 
kalten Auszug durch Petrolaither noch mit siedendem Petrolither extra- 
hiert. wodurch eine véllige Extraktion des Cholesterins, das von seinen 
Estern durch die Hydrolyse mit NaOH befreit war, erreicht wurde. 

Was den Lipoid-P betrifft, so wurde er kolorimetrisch nach der Methode 
von Briggs*) mit jenen Verinderungen bestimmt, daB statt 1 eem 140 bis 
180mg Blut auf das Léschpapierstreifchen genommen wurden; das Lésch- 
papierstreifchen wurde nach dem Austrocknen bei Zimmertemperatur 
innerhalb 2 bis 6 Stunden durch siedende Bloormischung (1 Teil Ather 

3 Teile Alkohol) innerhalb 30 Minuten extrahiert; diese Zeit war ge- 
nigend, wie Kontrolluntersuchungen zeigten, fiir eine véllige Extraktion des 
lipoiden P aus den entnommenen Blutmengen. Nach 30 Minuten lange 
Extraktion wurde das Léschpapierstreifchen mit Blut herausgenommen, 
die Lésungsmittel wurden vollkommen abgedampft und der Rest durch 
Schwefelsiure verascht (0,5 cem 50 proz. H,S0O,); als Katalysator diente 
Perhydrol (2 Tropfen): nach der Verbrennung wurden in das Probier- 
rohrehen 5 ccm destillierten Wassers zugefiigt und nachher leccm Am- 


1) Bang, diese Zeitschr. 91, 86, 1918; Mikromethoden der Blut- 
untersuchung; Pincussen, ,,Mikromethodik". 
*) Blix, Studies of diabetic Lipemia. Lund, 1925. 
3) Briggs, Journ. of biol. chem. 58, 1922; 59, 1924. 
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moniummolybdat-Lésung (5g Ammonii molybdanici lést man in 60 cc) 
H,O und setzt zu der Lésung die Menge Schwefelséure zu, die 15 cen 
konzentrierter H,SO, in 25 cem H,O enthilt), 1 eem 1 proz. Hydrochinon. 
und 1 cem 20proz. Natriumsulfitlésung (frisch bereitet ), nachher wurde Wasser 
bis auf 25 cem zugesetzt und die Probierréhrchen auf 5 Minuten in ein siedendes 
Wasserbad gestellt. Nach der Abkiihlung wurde kolorimetriert. A}s 
Standard wurde eine Lésung von Monokaliumphosphat genommen, 
welche in lceem Img P (4,394g auf 1 Liter H,O) enthielt; aus dieser 
Urlésung wurde eine Lésung von 0,02 mg P in 1 ccm zubereitet. Die Ziffern 
des lipoiden P, welche bei diesen Verinderungen der Methode erhalten 
wurden, stimmen iiberein mit den Ziffern, die bei der Anwendung der 
gewohnlichen Methode Briggs erhalten wurden. 

Hund 7. Auf das Léschpapierstreifchen ist eine Blutmenge 158 mg 
genommen; lipoider P = 6,68 mg-Proz. Es ist leem Blut genommen 
worden; lipoider P = 6,56 mg-Proz. 

Hund 8. Auf das Léschpapierstreifchen ist eine Blutmenge = 164 mg 
genommen; lipoider P = 8,34 mg-Proz. Es ist lcem Blut genommen 
worden; lipoider P = 8,52 mg-Proz. 

Hund 10. Auf das Léschpapierstreifchen ist eine Blutmenge = 145 mg 
genommen; lipoider P = 7,84 mg-Proz. Es ist leem Blut genommen 
worden; lipoider P = 7,61 mg-Proz. 

Der Fehler der Methode betrug bei uns + 3,5 Proz. Bei allen Be- 
stimmungen nach Bang, wie auch nach Briggs, wurden von uns zwei 
Parallelproben genommen; die Angaben iiber alle unten angefiihrten 
Tabellen stellen mittlere Ziffern von zwei Proben dar. AuBerdem wurd 
der feste Riickstand des Blutes in den entnommenen Proben mittels Aus- 
trocknens des Léschpapierstreifchen mit der Blutmenge im Exsikkator 
unter vermindertem Druck bis zur Gewichtskonstanz bestimmt. 


3. Uber die Schwankungen der Fette und Lipoide im peripheren Blute bei 
normalen Hunden. 


Die Aufstellung der Grenzen der physiologischen Schwankungen der 
Fette und Lipoide bei verschiedenen Tieren und bei ein und demselben 
Tiere erscheint als notwendige Bedingung fiir die richtige Schétzung jener 
Verainderungen, welche unter dem EinfluB der einen oder anderen 
experimentellen Einwirkung eintreten. In den weiter unten angefiihrten 
Tabellen sind die Grenzen der physiologischen Schwankungen der Fett 
und Lipoide fiir die Hunde von uns dargestellt (Bestimmung nach Bang; 
lipoider P nach Briggs). 

Tabelle 1. 


Die Grenzen der Schwankungen der Fette und Lipoide im peripheren Blut 
verschiedener Hunde (niichtern). 25 Tiere. 





Minimum Maximum 
Proz. Proz. 


a eee - ae Py a 0,016 0,100 
Freies Cholesterin. . . , a a ee 0,040 0,127 
Gebundenes Cholesterin . tae - eu We 0,030 0,112 
Gesamtcholesterin . . . o> ae eg ee ee 0,102 0,176 
»Phosphatid*-Fraktion . . . . . . ie tah" 0,119 0,384 
Lipoider to a ge ee a ee re 5,0 12,7 
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Tabelle 11. 


Die Schwankungsgrenzen der Fette und Lipoide bei einem und demselben 
Hunde. Untersucht innerhalb 6 Wochen zweimal wéchentlich. 





Grenzen der 
Schwankungen 


Proz. Proz Proz 


Minimum Maximum 


Neutralfett . . 0,046 0,092 100,0 
Freies Cholesterin . ; 0,054 0,070 29,6 
Gebundenes Cholesterin 0,056 0,074 32.1 
Gesamtcholesterin . . . 0,102 0,142 89,2 
.Phosphatide* : ; 0,207 0.286 39,1 

mg-Proz mgeProz ; 
ee 7,0 9.0 28,6 


Tabelle Ill. 


Die Schwankungsgrenzen der Fette und Lipoide beim Hunde innerhalb 
7 Stunden (Hund 4). 5. November 1926. 





10h llh W Ih 3h 5h 
Proz. Proz Proz. Proz Proz. 


Neutralfett . —_ ; 0,045 0,049 0.0389 0,043 0.040 
Freies Cholesterin . a 0,068 0,070 0,072 0,070 0,067 
Gebundenes Cholesterin 0,061 0,058 0,058 0,060 0.054 
Gesamtcholesterin . . 0,129 0.128 0,130 0,130 0,121 
.Phosphatide* . 0,207 0,196 0,194 0,225 0,208 


mg-Proz mg-Proz. mg-Proz mg-Proz. mg-Proz. 
[ee «ae a + 7,95 7,20 7,65 (,38 7,40 


Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, sechwankt der Gehalt des Neutral- 
fettes und der Phosphatide bei verschiedenen Hunden in ziemlich breiten 
Grenzen; etwas mehr konstant erscheint der Cholesteringehalt. Viel mehr 
konstant erscheint der Gehalt der Fette und Lipoide bei ein und demselben 
Hunde (Tabelle II), und endlich, es gibt keine Schwankungen innerhalb 
7 Stunden, welche die Grenze der Fehler der Methode (Tabelle III) iiber- 
schreiten. Aus diesen Angaben ergibt sich die Notwendigkeit der Normal- 
aufstellung des Fett- und Lipoidgehalts im Blute bei jedem Tiere, welches 
der experimentellen Einwirkung unterzogen sein mu8; bei der Beurteilung 
der einen oder anderen Verainderung mu8 man die Grenzen der physio- 
logischen Schwankungen in Betracht ziehen. Unsere Ziffern des Fett- 
und Lipoidgehalts bei den Hunden stimmen mit den Angaben von Bang, 
Raab, Agandschanjanz (Methode von Bang), Wacker und Hueck, Horiouchi, 
Rosenthal, Melchior, Licht, Beumer (Methode von Windaus und Autenrieth- 
Funk) itiberein. 


4. Uber Veriinderungen der Fette und Lipoide im peripheren Blute der Hunde 
bei Belastung (per os) mit Ol. olivarum. 

Ziemlich breite Grenzen der physiologischen Schwankungen des Fett- 
und Lipoidgehalts im Blute zwingen bei der Erforschung der Fragen der 
Fett- und Lipoidmetabolie, von der statischen Untersuchung des Bildes 
der Fette und Lipoide im Blute abzusehen; geniigend scharfe Ver- 
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anderungen der letzteren kénnen nur unter den Bedingungen der 
lastungsversuche geklart werden, wenn eine erhéhte funktionelle Tatigkeit 
der Elemente, welche Beziehungen zu Resorptionsprozessen, Elimination 


und Metabolie der Fette und Lipoide haben, hervorgerufen und aus 


gepragt wird. 

Als eine Methode, die eine derartige physiologische funktionelle |} 
lastung durchzufiihren erlaubt, erscheint das Hervorrufen der alimentiirey, 
Lipamie und Lipoidamie, auf deren Verlauf besonders ausgepragt der Ein{|y) 
dieser oder jener experimentellen Einwirkungen sich zeigen muB. 

Wie bekannt, ruft die Einfiihrung fettreicher Nahrung die Erhéhung 
des Fettgehalts im Blute bei Omnivoren und Carnivoren (Neisser uni 
Brduning, Leva, Cohn und Heimann, Widal, Bloor u. a. bei Menschen, 
Bang, Ssokoloff, Arndt bei Hunden) hervor, welche 6 bis 8 Stunden dauert ; 
bei Herbivoren wird alimentare Lipaimie bei einmaliger Verabreichung des 
Fettes gewéhnlich nicht beobachtet (Edelmann, Versé, NSsokoloff u. a 
was scheinbar durch die verlangsamte Resorption der Fette aus dem 
Darm erklirt wird (Versé, Scnénheimer). 

Bei Erforschung der alimentiéren Lipimie haben wir uns _ bemiiht, 
1. den Charakter und Verlauf der Kurve des Neutralfettes aufzukliren, 
2. welche Verinderungen Sterine und Phosphatide bei der Lipaimie erleiden 
und 3. die Genese dieser Verinderungen. Als Neutralfett wurde von uns 
das Olivenél gebraucht, bei dessen Einfiihrung per os nach Untersuchungen 
von Bang immer Lipimie hervorgerufen wurde. Die Belastung der Tier 
(Hunde) wurde niichtern durchgefiihrt (nach 12 bis 18 Stunden Hunger); 
das Blut wurde 1%, 3, 5, 7, 24 Stunden nach Verabreichung unter 
sucht. Die Tiere haben die ganze Zeit dieselbe Nahrungsration erhalten 
taglich 200,0 g Fleisch, 50,0 g Fett (Schweinefett) und 600,0 g Hirsebrei; 
Wasser ad libitum. Im ganzen waren 25 Versuche an sieben Hunden 
durchgefiihrt worden. Diese Untersuchungen. mit der Einfiihrung des 
Olivendls haben folgende Resultate ergeben (s. Tabellen IV, V, VI, VII, VIL! 


Tabelle IV. 


Hund 5. Gewicht 7150 g. 





fraktion 
tide* 


Alkohol. 
Gebundenes 


Petrolathers 
fraktion 
Neutralfett 
Freies 
Cholesterin 
Cholesterin 
Lipoider P 
Gesamt- 
cholesterin 


> »Phospha- 
N 
3 
N 


mg-Proz. P. 


vw 
< 
= 
° 
N 
a) 
a 
) 
N 


Proz.  Proz. 


s 
3 
S 


23.X11.25. Praform. 0,117 0,047 0,070 0,220 | 0,047 | 0,204 860 0,117 


Um 9630’ per os 50,0 OL. olivarum eingefiihrt (7,0 pro kg). 
Nach 1',Std.. . 0,125 0,103 | 0,022) 0,223 0.047'0,.210 844 (0,069 
. 8 . . . 0118 | 0,075 | 0,043 0,232 0,055 0,201 8,66 0,098 
~ 5b «. .. 0,090 0,041! 0,049 0,290 6,081 0,219, 8,72 0,130 
7 “a 0,127 0,075 0,052 0,291 0,067 0,258 8,78 0119 


” i ‘or 
24 s 0,129 | 0,067 | 0,062 0244 0,056 0,216 844 0,123 


24. XIL. 1925. Um 8b30’ per os 50,0 OL. olivarum eingefiihrt. 

Nach 1%/,Std.. . 0,116 | 0,054 | 6,062 0,231 0,057/0,195| 844 0,124 0347 
: ; 0,174 0,073 0,101 0,288 0,073 | 0,237) 8,96 0,174 0,462 

. . 0,173 0,102 0,071 0,291 0,060| 0,276! 9,87 0,131 0,464 

7 . . 0181 0,065 0,116 0,260 0,065 0,216 856 O81 O44! 


, ‘ ” 


a 


a * 








Tabelle V. Hun 
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d 5. Gewicht 7000 g. 

















: ¢ € : os “ o e ist 
Zé 2 es <c& Ss | 4, - <S (28 
=z = 23 | £t | Us oe = 2% 255 
33 = ve C aa Ee cu = se £=3 
es 3 ao | 38 | oc | £* & Sc 22 
ai z2| 61 \|36|/% | 3 | 6 lee" 
Proz Proz Proz Proz. Proz Proz. mg-Proz. Proz Proz 
11.X11.25. Praform. 0,144 0,092 0,052 0,244 0,050 0,234, 85 0,102 0,388 
Um 10h10’ 100,0 OL olivarum per os eingefihrt (14,0 pro kg). 
Nach 13/, Std. . 0,225 0,144) 0,082 0,262 0,049 0,254 9,0 0131 0487 
3 0.190 0.103 0,087 0.281 0,056 0270 90 0.145 0471 
5 0.214 O111 0.108 0,346 0,093 0270 92 0.196 0.560 
7 0,174 0117 0,057 0,283 0,056 0,273 9,2 0.157 0457 
24 * 0.137 0,091 0,046 0.211 0,052 0180, 82 0,098 O348 
Um 10620’ per os 100,0 OL olivarum eingefah?t. 
Nach 1', Std. . ||0,155 0,109 | 0,046 0,222 0,052/)0195 > 8,4 0,098 0377 
3 - 0.266 0137 0,089 0301) 0,098 )0,.189 832 O87 0.527 
5 0.135 0,106 | 0,029 0.287 | 0.063! 0.264 924 0,091 0,422 
— ni 0128 0,085 0,048 0,295 0,066 0.266 92 0.109 0,428 
Tabelle VI. Hund 6. Gewicht 11300 ¢. 
Z .o Sis Se 3 co. e +8 
g¢/ 2 98 3281/88/24. § #8 348 
== = = 2 £<c > z of = s% 28% 
| = 22 aot 52 oy = 22 i) 
=: 3 =o =: sc s+ a 2s art 
e712 1°81 <=) 8/4 | 3 | 98 Se 
Proz Proz Proz. Proz. | Proz Proz. mg-Proz. Proz. Proz 
23.1.1926. Praform. 0,137 0,047 6,090 | 0,220 | 0,062) 0,165!) 7,0 0,152 0,357 
Um 10h per os 100.0 OL. olivarum eingefihrt (8,8 pro kg). 
Nach 1'/, Std. 0,167 | 0,074 0,098 0.211 0,056 0.165 0,149 O,378 
3 0,165 | 0.114 0,951 0,264 0,062 0,231 01138 0429 
5 0,132 0,075 0,057 0,256 0,065 0,210 12,32 0,122 0,388 
7 = O.187 0.125 0,062 0.270 0,064 0.234 0.126 0457 
Tabelle VII. Hund 4. Gewicht 10000 g. 
Po =} = n ge . & = 
asi: ss S& | $s | 2. 25 | =a8 
=< : = & << U5 ee se £25 
=~ = os ag Es oz ee oo 
sf 3 = =£ Be =e 25 Et 
>~ 3 As |)hlhBA CE S=s- 
rw ‘ 0 0 o rw 
Proz Proz Proz Proz. Proz Proz. Proz Proz 
12. 1. 1926. Praform. 0,126 0,075 | 0,051 | 0,187 O315 
Um 9630’ per os 100,0 OL. olivarum eingefiihrt (10,0 pro kg). 

Nach 3 Std. . 6.162 0.132 | 0,082 || 0.248 0.405 
ar ae 0,167 | 0,067 | 0,100) 0.258 0,425 
wT foes 0.124 0,068 0,056 0,210 0,334 
_ : 0113 0,038 0,075 0,180 0,293 

13.1. 1926. Um 105 per os 100,0 OL. olivarum eingefilrt. 

Nach 3 Std. 0.174 0.076 0.098 ' 0.2838 0,055 | 0.279 0153 0,457 

‘if a 0213 0134 0,079 0309 0,092 | 0.219 O171 0,521 
7 0.166 0.081 0,085 0248 0,062 | 0.207 0147 0,414 


‘ 
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Tabelle VIII. 


Gewicht 


8000 g. 





23.X. 


Nach 1'/, Std 
— . 


~ o - 


29. 1. 1926. Praform. 


Nach 


~~ 


2.X 


Nach 1! 2 Std 


- - “ 


6. XI. 


Nach 


Praform. 


Nach 1), Std. 


3 


30. XI. 1925. 
Praform. 


Nach 1!/, Std. 
3 


1925. Praform. 


. 1925. Praform. 


1925. Praform. 


1'/, Std. 
3 


a e - 
oO 


er . 


Petrolathers 
fraktion 


'roz 
0,129 


. Per os 
\ ‘ 0,137 
0,175 
0,138 
0,156 


y a Per os 
0,204 
0,137 
0,120 


0,145 

3. Per os 
A 0,128 
0,137 

0,188 

5. XI. 1925. 
0,158 


5. Per os 
0,213 
0.199 
6,117 

: O115 

18. XI. 1925. 6. 

0,124 
0,233 
0,127 
0.142 
0,133 
0,141 


7. Um 
0,159 
0.180 
0.120 
0,116 


& Um 
0,157 
0.188 
0,184 
0,146 
0,133 
0115 


Freies 
Cholesterin 


a 
3 Neutralfett 
N 


fraktion 
Cholesterin 
»Phosphas 
tide* 


Alkohols 
Gebundenes 


> 
XN 
_ 
a 
§ 
a 
— 
© 
N 


59.0 OL olivarum eingefihrt. 


0,060 0,996 


50,0 Ol. olivarum eingefiibrt. 


0,177 
0,063 
0,048 


0,029 
0,974 
0,972 


0,055 0,090 


0,239 


50,0 OL olivaram eingefihrt. 


0,074 
0,062 
0,118 


0,054 
0,975 
0,070 


0,060 0,098 


0,252 
0,348 
0,312 


4. Per os 50,9 Ol. olivarum eingefiihrt. 
b J 


0,255 


50,0 OL olivarum eingefihrt. 


0172 0,042 
0,163 ‘0,027 
0,084 0,083 
0,050 0.065 


Per os 59,0 Ol. olivarum eingefiihrt. 


0,962 0,962 
0.211 
0111 
0.105 
0,089 
0.075 


0,022 
0.016 
0,037 
Of DS 
0,066 


0.250 
0.262 
0,273 
0,298 


0,241 
0,336 
O381 
0,233 
0.338 
0,330 


0,052 | 
| 0,309 
0,345 
0,216 
0,282 


0,342 


0,225 
0,073 
0,084 
O50 
0,084 
0,058 


Gesamt- 
cholesterin 


> 
«a 
° 
N 


0,354 


O.380 
OA85 
{ Df 4) 


0,413 


0,463 
0,452 
0,390 
0,413 


0,114 


0,095 
0,100 
0,087 
0,142 
0,125 


O365 
0.569 
0,508 
0.375 
0,471 
0.471 


10h per os 50,0 Ol. olivarum eingefiihrt. 


0,029 
0,073 
0,070 
0,056 


0,075 
0.130 
0,107 
0,060 


920’ per os 60,0 Ol. 


0,180 0,077 


0.156 | 0.032 
0,051 | 0.033 
0,072 | 0.074 
0,086 | 0,047 
0.074 | 0.041 


0,137 

0,132 

0,150 
0,465 0,087 0,465 
olivarum eingefiihrt 
0,328 | 0,066 | 0,315 
0,403 0,095 0,351 
0,340 | 0,087 . 0,276 
0,343 | 0,066 0,351 
0,225 | 0,047 


0.384 0117 0264 


0,210 || 0.131 


0,166 
0,205 
0,220 


0,183 0,581 


(6,2 pro kg). 
0,143 0,485 
0,127 
0,120 
0,135 


0.591 
0.524 
O.889 
0,358 


0,158 0,499 





Prafe 


Nach 


ange 
( liv: 


des 
Zun 
wob 
abhe 
in d 
der 
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nacl 
em 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 





~Phospha- 
tide” 
traktion 


Alkohol 4 
Petrolather* 


frakt.on 
Freies 

Alkohol- 
fraktion 


Petrolathers 
Cholesterin 

> Gebundenes 
= Cholesterin 
Gesamt- 
cholesterin 


a 
x 
-_ 
> 
- 


Proz P 


3 Neutralfett 
nN 


Proz. 


P 


a] 
a 
nN 
~”- 
-~ 
~ 


1. XII. 1926. 9. Um 10630’ per os 60,0 OL. olivarum eingefihrt. 
Nach 1)/, Std. 0.153 0.070 | 0,083 0.119 0,202 
a 0.266 0.180 0.086 0,119 0.205 
5 vt 0320 0286 0,034 0.165 0,199 
7 0.360 0300! 0.060 0448 0165 0216 0225 0.803 


‘ - 


S. XIL. 1925. Praform. 0,139 0,076 0,063 


10. Um 9515’ per os 60,0 Ol. olivarum eingefilrt. 
Nach 1! 4 Std. 0.187 0157 0.080 


Ses 0185 0.142 0.043 
5 x 0.205 0165 0,040 
7 0.178 | 0123 0,055 
24 a 0.177 | 0100 0,077 OA76 O115 O408 0215 
9, XII. 1926. 11. Um 9630’ per os 60,0 OL. clivarum eingefihrt. 
Nach 1", Std. (),234 0518 | 0140 0402 
3 0,216 0.140 
5 i 0,220 0,134 
7 0,197 0,124 


‘ 


5. 1.1926. 12. Um 10630’ per os 60,0 OL. olivarum eingefihrt. 


< 


Praform. . . . 01380 0,089 0.041 0462 | 0133 | 0,336 0174 0,582 


Nach 17, Std. 0.169 0103 | 0,066 0.533 | 0.186 0300 0/252 0,702 
3 a 0.212 0155 | 0.067 0.558 | 0.208 0294 0270 0,770 
5 ‘- 0.106 0,070 0,036 0480) 0149 O321 O85 0,586 


‘ » 0,165 0970 0,095 0,534 0,143 0420 0238 0,698 


Wie aus den Tabellen (nicht angefiihrte Versuche ergaben den oben 
angefiihrten analoge Resultate) ersichtlich ist, gibt die Belastung mit 
Olivendl folgende Veranderungen im Bilde der Fette und Lipoide des Blutes: 

a) Neutralfett. Die Einfiihrung des Olivendls ruft immer eine Zunahme 
des Neutralfettes im Blute auf 50 bis 200 Proz. hervor; das Maximum der 
Zunahme tritt gewéhnlich 114 bis 3 Stunden nach der Einfiihrung ein, 
wobei die Héhe der Zunahme von dem Quantum des eingefiihrten Oles nicht 
abhdngig ist (Tabellen IV und V), und es gelingt nicht, eine Proportionalitat 
in dieser Beziehung festzustellen. In bezug auf den Charakter und Verlauf 
der lipamischen Kurve kann man folgendes bemerken: Bei Einfiihrung 
mittlerer Dosen Olivenédls (6 bis 10,0 pro Kilogramm) tritt 3 Stunden 
nach der Einfiihrung eine Zunahme des Neutralfettes, nach 5 Stunden 
ein Zuriickgehen zur Norm oder unter die Norm (hypolipémische Phase) 
ein; unmittelbar nach dieser hypolipimischen Phase tritt 7 Stunden 
nach der Einfiihrung wieder Zunahme des Neutralfettes ein. In einigen 
Fallen tritt die hypolipimische Phase schon 3 Stunden nach der Ver- 
abreichung ein, in anderen nach der fiinften Stunde, und kann dann 
bis zum niachsten Tage dauern. Bei wiederholter Einfiihrung derselben 
Dosis Olivenédls am niachsten Tage wird die hypolipimische Phase in der 
Mehrzahl der Fille nicht beobachtet. ebenso wie sie bei der Einfiihrung 
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groBer Dosen Olivendls (10,0 bis 15,0 pro Kilogramm) nicht eintritt. Wied« 
holte Einfiihrung des Olivenéls (Tabelle VIII) verandert im allgemeiney 
den Charakter der lipamischen Kurve nicht, und es ist uns nicht gelungen, 
die Erscheinungen ,,der Angewéhnung‘‘ zu konstatieren; im Gegenteil, es 
wird eher die Tendenz erhéhter Zunahme der lipamischen Kurve beobachtet 
Bang*) spricht in seinen Untersuchungen iiber Lipamien von der ,,An 
gewohnung“ von Fett, jedoch ist aus einer der von ihm selbst angefiihrte) 
Tabelle ersichtlich, daB von Angewéhnung keine Rede sein kann: 


Hund 3. 





Praformiert Nach 2 Stunden Nach 4 Stunden Nach 9 Stunder 
Proz Proz Proz. Proz 
3.1. 1918. 59.0 Olivendl. 
(Petrolatherfraktion) 0,15 016 O19 0.15 


4.V. 1918. 35.0 Olivendl. 
0.12 0.18 0.20 O15 


Hund 4. 





Praformiert Nach 2 Stunden Nach 4 Stunden Nach 9% Stunden 
Proz. Proz. Proz Proz 


28.1. 1918. 50.0 Olivendl. 
(Petrolatherfraktion) O14 0,29 0,28 (nach 3Std.) 0,26 (nach 6 Std 


18. V. 1918. 30.0 Olivendl. 
O16 0.26 0.26 0.23 


b) Cholesterin. Bei Belastung mit Olivenél bzw. Neutralfett treten 
immer Veriéinderungen des Cholesterins im Blute ein: Bei der Einfiihrung 
der mittleren Dosen des Ol. olivarum (6,0 bis 10,0 pro Kilogramm) tritt 
nach 1% bis 3Stunden Abnahme des Cholesterins im Blute ein; 7 bis 
24 Stunden nach der Einfiihrung kehrt die Quantitaét des Cholesterins im 
Blute gewéhnlich zur Norm zuriick. Diese Abnahme des Cholesterins 
geschieht ausschlieBlich auf Kosten des freien Cholesterins; gebundene: 
Cholesterinester verandert sich entweder gar nicht oder nimmt etwas zu. 


Bei der Einfiihrung groBer Dosen Olivendls (10,0 bis 15,0 pro Kilo- 
gramm), ebenso bei wiederholten (am niachsten Tage) Einfiihrungen mittlerer 
Dosen wird die Abnahme des Cholesterins nicht beobachtet; im Gegenteil, 
es wird eine Zunahme auf 60 bis 100 Proz. bemerkt, wobei die Zunahme 
hauptsachlich auf Kosten des freien Cholesterins vor sich geht. Wiederholt: 
chronische Einftihrungen des Olivendls (Tabelle VIIT) rufen nicht Hyper 
lipdmie, sondern Hypercholesterindmie hervor, wobei die Zunahme des 
Cholesterins auf Kosten seiner Ester geschieht. 


c) Lipoider Phosphor und ,,Phosphatid‘-Fraktion. Die Einfiihrung 
des Olivenéls wird gewéhnlich von der Zunahme der ,,Phosphatid*- 
Fraktion begleitet; diese Zunahme ist schwach ausgedriickt und erreicht 
ihr Maximum in der fiinften bis siebenten Stunde nach der Einfiihrung; 


1) ,, Uber Lipaimie“, IIT. Mitteilung, diese Zeitschr. 91, 111, 1918. 
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ofern, als parallel damit eine gewisse Zunahme des lipoiden P beobachtet 
wird, erfolgt die Zunahme der Phosphatid-Fraktion auf Kosten der Phospha- 
tide und nicht auf Kosten der Seifen, welche in diese Fraktion eingeschlossen 
sind, 

Wiederholte chronische Einfiihrung des Olivenédls ruft neben der 
Hypercholesterinimie auch eine Zunahme der Phosphatidfraktion und 
parallel eine Zunahme des lipoiden Phosphors hervor. 

Auf Grund der angefiihrten Angaben kénnen wir ebenso wie Reicher, 
irndt konstatieren, daB Lipimie, welche durch Einfiihrung des Olivenéls bzw. 
Neutralfettes hervorgerufen wird, immer von der Verinderung des Chol- 
esterin- und Phosphatidgehalts des Blutes begleitet ist; wobei besonders 
charakteristisch die Kurve der Cholesterinverainderung erscheint, naimlich: 
Bei Einftihrung mittlerer Dosen Olivendls entspricht der Periode der gréBten 
































Tw . ' 
Prost; 3 5 7... &% 4357 wWrt3 5 7 a4 
S¥d nach Finfiihrung Std. nach Einfithrung 


Abb. 1. Hund Nr. 5, Neutralfett- Abb. 2. Hund Nr. 5, Neutralfett- 
und Cholesterinblutspiegel nach und Cholesterinblutspiegel nach 
Einfihrung (¥) per os 530.0 Ol Einfiihrung (¥) per os 100,0 Ol. 
olivarum. olivarum. 
Neutralfett ———. Neutralfett. 


Cholesterin Cholesterin 


Neutralfettzunahme die am stdrksten ausgedriickte Abnahme des Cholesterins; 
der hypolipdmischen Periode dagegen entspricht das Maximum der Chol 
esterinzunahme (Kurve 1). 

Auf diese Weise stellt sich bei einmaliger Einfiihrung mittlerer Dosen 
Olivenéls die umgekehrte Proportionalitét in den Verainderungen des 
Neutralfettes und Cholesterins ein. Die Einfiihrung groBer Dosen Olivendéls 
und seine wiederholte Einfiihrung ergibt ein anderes Bild des Verlaufs 
der Cholesterinkurve: die umgekehrte Proportionalitaét zwischen dem 
Neutralfett und Cholesterin ist ausgeglichen, der Gehalt des letzteren 
im Blute wachst allmahlich und erreicht das Maximum 3 bis 5 Stunden 
nach der Einfiihrung (Kurve 2). 

Die Experimente von Jwatsuru') (Tabelle III, Versuch 12 und 13, 
Tabelle ITV, Versuch 6) beweisen, daB auch bei Kaninchen die chronische 


1) Twatsuru, Pfliigers Arch. 214, H. 3, 1926. 
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Einfiihrung des Olivenéls eine Cholesterinimie und Phosphatidaimie he; 
vorruft. 

Die bestimmte Abhangigkeit, die wir durch die Schwankungen de; 
Neutralfett- und Cholesterin-Kurve bei Belastung mit Olivendél festgeste!|t 
haben, ruft die Frage nach der Genese dieser Abhangigkeit, nach dem 
Mechanismus sowie den Wechselbeziehungen zwischen Neutralfett und 
Cholesterin hervor. Das Bild des Fettes und Cholesterins des Blutes ist ein: 
Resultante der Resorptionsprozesse im Blut und der Elimination diese: 
Stoffe aus dem letzteren. Und da man damit rechnen kann ( Bacmeister, 
Rothschild, Birger und Beumer, Eppinger u. a.), daB die Elimination des 
Cholesterins hauptsichlich in die Galle stattfindet, war es notwendig auf- 
zuklaren, ob die Cholesterinschwankungen im Blute bei Belastung mit 
Olivenédl, und vor allem seine Abnahme innerhalb der ersten 3 Stunden 
nach der Einfiihrung mittlerer Dosen O). olivar. als Resultat seiner Aus 
scheidung durch die Galle erscheinen. Jedoch der Umstand, daB die Ein 
fiihrung groBer Dosen Olivendls nicht eine Abnahme des Cholesterins im 
Blute hervorrufen, weist auf die Unabhangigkeit der Cholesterinabnahme im 
Blute von dem EinfluB des Olivendéls auf die Cholesterinausscheidung durc} 
die Galle hin. Die von uns durchgefiihrten Untersuchungen') an Hunden 
mit chronischen Fisteln der Gallenblase und Ducti choledochi zeigten, dal 
die Zunahme des Cholesterins in der Galle bei peroraler Einfiihrung des 
Olivenéls so unbedeutend ist, daB sie die Ursache der Cholesterinabnahme 
im Blute nicht sein kann; als Beispiel fiihre ich einen Versuch?) an. 


Hund 3. Gewicht 15,0 kg. 


26. November 1926, Operation der Fistelanlegung des Ducti choledochi. 
Exstirpation der Gallenblase. 





Galle-Cholesterin *) ee 
18, XI1, 1926 — || Blut-Cholesterin **) 


mg | mg-Proz, 


| 


Proz 


36 cem Galle . 


Norm. 12h ) 
Qh | 
per os 15cem Galle eingefihrt 


3,6 10,0 0,135 (1h) 
Um 2b per os 150,0 Ol. olivarum eingefiihrt. 

Qh - 

4h 34cem Galle. . . 3,87 11,4 0,100 (4b) 

per os 15cem Galle eingefiihrt 


h | = 
>) seen Golo. . 42 15,0 0,150 (5h) 
6h | 


per os 15cem Galle eingefiihrt 
6 98 com Gall 3,19 11,4 0,140 (8h 
gh j 2Sccm Galle. . . 3,1 : | . (8b) 
per os 15ecm Galle eingefiihrt 
*) Bestimmung nach Bloor, Pelkan und Alien. — “*) Bestimmung nach Autenrieth- Funk 


Engelhardt 


1) Zit. nach Manuskript. 
2) Ausfiihrlich tiber den Cholesteringehalt in der Galle bei alimentarer 
Lipamie und Lipoidimie in einer der naéchsten Mitteilungen. 
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Wenn auf diese Weise die Cholesterinabnahme im Blute unab- 
hingig von der Elimination durch die Galle sind, so ist augenscheinlich, 
dali sie mit Prozessen, welche in den bestimmten Organen bzw. Geweben 
vor sich gehen, verbunden sind. Gerade dadurch ergibt sich die Not- 
wendigkeit, bei alimentarer Lipimie die Verteilung des Neutralfettes, des 
Cholesterins und der Phosphatide im zu- und abstrémenden Blute der 
inneren Organe zu erforschen. 


5. Die Verteilung des Neutralfettes, Cholesterins und der Phosphatide in der 
Arterie und den Venen der inneren Organe in der Norm und bei alimentirer 
Lipimie. 


Methodik. An dem Hunde wurde unter Morphium-Athernarkose eine 
Laparotomie ausgefiihrt ; auBer dem Langsschnitt vom Proc. xiphoideus bis 
zur Linea biiliaca wurden zwei Querschnitte lings der unteren Rippenbogen 
gemacht; das Blut aus den Venen der inneren Organe, welche in situ ge- 
blieben sind, wurde mit einer Spritze auf Léschpapierstreifchen nach Bang 
gebracht und sofort gewogen. Die Zeit, innerhalb welcher das Blut aus 
der Arterie und den Venen entnommen wurde, betrug 15 bis 25 Minuten; 
bei Hund 14 (Tabelle IX), 24 (Tabelle X), 16 (Tabelle XII), 27 
(Tabelle XIII) wurde das Blut aus der Arterie und Vena lienalis gleichzeitig 
entnommen. Die Ziffern vor den Namen des GefiiBes zeigen die Reihenfolge 
der Blutentnahme an, die Ziffern in den Klammern geben den Gehalt an 
Fetten und Lipoiden des festen Blutriickstandes an. Der feste Riickstand 
wurde nach Bang bestimmt. In den Versuchen mit der Blutentnahme nur 
aus der Arterie, Vena femoralis und dem rechten Ventrikel waren die Tiere 
ohne Narkose; das Blut aus dem rechten Ventrikel wurde ynmittelbar 
mittels Einstichs mit einer langen, diinnen Nadel durch den dritten rechten 
intercostalen Raum genommen; als Kriterium, daB die Nadel in den rechten 
Ventrikel gelangte, diente das Erscheinen des vendsen Blutes in der Nadel 
und seine Schwankungen syachronisch mit dem Rhythmus des Herzens. 

Im ganzen wurden sechs Versuche an normalen Hunden und drei Ver- 
suche mit Belastung mittels Ol. olivarum angestellt. 

Die Kontrollversuche zeigten, daB 1. die Narkose und Laparotomie 
den Gehalt des Fettes und der Lipoide im peripheren Blute in den Grenzen 
der physiologischen Schwankungen verindern mit der Tendenz einer 
Zunahme von 8 bis 10 Proz.; 2. der Gehalt der Fette und Lipoide in 
verschiedenen Abschnitten des arteriellen Systems (V. pulmonalis 
Aorta abdominalis—Art. femoralis) gleich ist, und 3. im Verlauf des 
Versuchs (15 bis 20 Minuten) die Quantitét des Fettes und der Lipoide 
in der Arterie fast unverinderlich war [die Schwankungen betrugen etwa 
5 bis 8 Proz.}'). 

Wie aus den angefiihrten Tabellen (IX, X, XI) ersichtlich ist, 
erscheint der Gesamtgehalt des Fettes und der Lipoide in verschiedenen 
Venen als gleich, indem er Schwankungen innerhalb der Fehlergrenzen yibt, 
die bei dem akut angestellten Versuch méglich sind. Die Ausnahmen bilden 
die V. suprarenalis und in einem Versuch die Vena renalis, wo der Gesamt- 
gehalt des Fettes und der Lipoide verhaltnismaBig mit den iibrigen Venen 


1) Ich spreche Herrn Dr. E. Sterkin fiir seine freundliche Hilfe bei der 
Anstellung der Versuche meinen innigsten Dank aus. 








Petrolather. 
traktion 
Neutralfett 
Freies 
Cholesterin 
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fraktion 
sebundenes 
Cholesterin 
Lipoider P 
Gesamt- 
cholesterin 


. 'mg-Proz. 


a] 
2 
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3 
NS 


Proz. Proz.  Proz. 


20. 111. 1926. Hund 9. 
7. V.pulmonalis . 0,119 0,071 0,048 0,276 
5. Aorta abdom. O119 0,072 0,047 0,275 
. V.lienalis. . 0,142 0,110 0,032 0,211 0,058 0,162 0,090 
2. V. porta .. 0117 0,046 0,071 0,273 0,097 0181 0143 03 \. femor 
. V. hepatica . 0.105 0,070) 0,035 0.257 0,078 0178 0,113 
3. V.suprarenalis. 0,113 0,059 0,054 0,274 
). Vi cava infer. . 0,130 0,064 0,076 0,272 
28. LIT. 1926. Hund 12. 
. Aorta abdom. . 0,145 0,083 | 0,062 0,372 
. V.lienalis. . . 0,174 0,139 | 0,035 
2. V. hepatica . . 0,140 0,089) 0,051 0,333 
3. Das periph. Blut \. femor 
(Ohr). . . . . 0135 0,092 0,043 0,363 
5. Rechter Vorhof — 0,143 0,060 | 0,083 0,350 \. femol 
6. 1V. 1926. Hund 14. 
A.lienalis. . . 6,169 0,100 0,060 0,233 | 0,033 0,257 S881 0,093 
. V.lienalis. . . 0,182 0,152 0,030 0,188 0,046'0,158 7,63 0,076 od Ar 
’. femoralis. . 0,163 0,100 0,063 0,229 | 0,059 }0,185 9,0 0,122 7 wee 
‘hepatica . . 0,150 0,105 0,045 0,229 0,056 | 0,193 0,101 0,379 aut 60 
‘.suprarenalis. 0,170 0,116 0,054 0,397 0,058 0,293 10,0 0,112 0,567 Vena : 
‘.renalis . . . 0,179 0,084 | 0,095 9.8 W: 
techter Vorhof 0,170 0,100 0,070 0,273 0,048 | 0,282 0,114 0,44: schiede 
a 
Tabelle X. Hund 24. Hungern 60 Stunden. und rd 
statiert 
ordBer | 
gleich « 
Hunget 
die Me 
femoral 
. A.lienalis . . 0,180 0,091, 0.089 0,300 0,079 0240 94 0,168) 0.480 fRals in 
(0,70) (0,34) (0,36) (1,17) (0,30) (0,96) (37,6) (0,66) (1,87) bemerk 
. V.lienalis . . 0,166 0121 0,045 0,332 0,081 0,282 8,1 0,126 0,498 fettes | 
(0,61) (044) (0,17) (1,22) (0,32) (0,97) (31.8) (0,49) (1.89 b) 
2. V.femoralis . 9,231 0,094 0,135 0,288 0,081 0,216 10,0 0,216 0,519 Hist in d 
(0,94) (0,38) (0.56) (1,16) (0,32) (0,88) (40,0) (0,88) (2,10 gefund: 
3. V. hepatica. 0,135 0,037. 0,098 0.335 0.100 0.227 1041 0.198. 0.470 als in ¢ 
(0,52) (0,13) (0,39) (1,28) (0,35) (0.99) (40.8) (0.74) (1.80 bunden 
. Peripher. Blut 0.173 0,064 0,109 0.374 0,081 0,345 7,1 0,190, 0,547 schdr}st 
(Ohr) (0,66) (0,24) (0,42) | (1,44) (0,30) (1,36) (28.7) (0,72)) (2.10 0 bis : 
5. V.suprarenalis 0,183 0,089 0,094 0,424 0,102 0,363 10.2 0,196 0,607 Gehalt 
(0,72) (0,34) (0,38) (1,81) (0,39) (1,36)) (41.9) (0.71) (2.33 entwed 
>». V.renalis . 0.219 0100 0119 0383 0,073 0396 102 0.192 0.602 Ei 
(0,87) (0,39) (0,48) (1,52) (0,29) (1.51)! (41,0) (0,77) (2.39 ler Art 
. V. cava sup. . 0,160 0,070 0,090 0,409 0,569 versucl 
(0,61) (0,26) (0,35) (1,56) (2,17 iber de 
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Tabelle XI. 





Alkohol- 
fraktion 
Gesamt- 

cholesterin 


Freies 
Cholesterin 


fraktion 
rebundenes 
Cholesterin 
Lipoider P 


Neutralfett 


Petrolather+ 


> 
< 
x 


Proz. | mg-Proz. 


3 
4 
a) 
2 
n 


Proz. P 


> 
4 


Hund 35. 2. XI. 1926. 
0,142 0.077 0.065 0.086 12.9 O.151 
(0,69) (0,37) (0,32) (0,42) (0,74) 
0,088 


iter Ventrikel 
0.091 0.071 0.020 0.068 
(0,435) (0.354 (0.09) (0.33) (0,42) 
femoralis . 0,104 0,087 0,067 0,086 0,153 
(0.49) (0,17) (0,82) (0,42) (0,74) 

Hund 36. 11. XI. 1926. 


echter Ventrikel . 0,101 0.045 0,056 0,063 2. 0,119 
(0.54) (0.26) (0.28) (0,36) (0,64) 


0,087 0,124 0,055 12, 0,079 


\ femoralis 


\.femoralis. .. . O11 


(0.60) (0.46) (014) (0.29) (0.43) 
0.101 0,082 0.069 0,058 
(0.55) (0.18 (0,43) (0.32) (0.75) 


femoralis 0.127 


und Arterien gesteigert ist (Vena suprarenalis bei Hund 14 durchschnittlich 
auf 60 Proz., bei Hund 24 auf 20 Proz., bei Hund 9 ohne Veranderung; 
Vena renalis bei Hund 24 auf 20 Proz.). 

Was die einzelnen Fraktionen betrifft, so ist ihr Gehalty in ver- 
schiedenen Venen verschieden, namlich: 

a) Der gréBte Gehalt des Neutraljettes, im Vergleich mit der Arterie 
ind den iibrigen Venen in allen Versuchen, wurde in der Vena lienalis kon- 
statiert; die Menge des Neutralfettes in dieser Vene ist um 34 bis 50 Proz. 
gréBer als in der Arterie ; in der Vena hepatica ist der Gehalt des Neutralfettes 
gleich dem Gehalt in der Arterie; seine Abnahme in dieser Vene wird bei 
Hungern (Hund 24, Tabelle X) beobachtet. In den iibrigen Venen ist 
lie Menge des Neutralfettes geringer als in der Arterie, in der Vena 
femoralis, suprarenalis und renalis kann sie gleich oder sogar etwas gréBer 
us in der Arterie sein (V. renalis bei Hungern). Es ist notwendig zu 
bemerken, daf gewéhnlich, aber nicht in der Regel, die Menge des Neutral- 
fettes in der Arterie gréBer als im rechten Herzen ist. 

b) Der geringste Gehalt des Cholesterins (gesamt) in allen Versuchen 
ist in der Vena lienalis im Vergleich mit der Arterie und den iibrigen Venen 
gefunden worden; in anderen Venen ist der Gehalt des Cholesterins gréBer 
als in der Arterie. Was die Wechselbeziehungen zwischen freiem und ge- 
undenem Cholesterin betrifft, so kann man folgendes konstatieren: Am 
schdrjsten ist die Abnahme des freien Cholesterins in der Vena lienalis (auf 
)0 bis 30 Proz.) im Vergleich mit der Arterie zum Ausdruck gekommen; der 
Gehalt des gebundenen Cholesterins in der Vena lienalis veraéndert sich 
entweder nicht, oder ist leicht erhdéht. 

Eine Abnahme des freien Cholesterins (15 bis 25 Proz.) im Vergleich mit 
ler Arterie wird in der Vena hepatica bemerkt (mit Ausnahme des Hunger- 
versuchs, bei dem in der Vena hepatica die Cholesterinmenge zunimmt; 
iber dabei erfolgt die Zunahme auf Kosten des gebundenen Cholesterins), 
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In den iibrigen Venen nimmt der Gehalt des freien sowie des gebundeney 
Cholesterins zu, wobei die gré8te Zunahme des freien Cholesterins in der 
Vena renalis stattfindet. 

Auf diese Weise enthdlt das vendse Blut (mit Ausnahme der Vena lienalis ) 
mehr Cholesterin als das arterielle; diese Zunahme geschieht hauptsichiich 
auf Kosten des freien Cholesterins (mit Ausnahme der Vena hepatica). 

Unsere Angaben betreffs des Cholesteringehalts im vendsen Blute. 
seine Zunahme in diesem im Vergleich zu dem arteriellen stimmen mit den 
Angaben der franzésischen Autoren iiberein (Porak und Quinquaud, Vena 
suprarenalis, Colombies, Vena renalis, Grigaut und Jovanovitch, Abelous und 
Soula, Nitzescu und Cadariu, Vena femoralis und rechtes Herz). Die Zu. 
nahme des Cholesterins in der Vena lienalis, auf welche Abelous und Soula, 
Laporte, Grigaut und Jovanovitsch hinweisen, konnten wir in der Norm 
kein einziges Mal (sechs Versuche) finden; im Gegenteil, es wurde immer 
seine Abnahme im Vergleich mit dem Gehalt in der Arterie beobachtet. 

ce) In bezug auf Phosphatide bzw. lipoiden P kénnen wir keine Ab. 
nahme in der Vena lienalis im Vergleich mit der Arterie bemerken. In der 
iibrigen Venen nihert sich der Gehalt des lipoiden P seinem Gehalt in 
der Arterie; bestindige Zunahme des lipoiden P bzw. der Phosphaticd 
wird in der Vena suprarenalis, hepatica und renalis konstatiert. 

Die Wechselbeziehungen zwischen den einzelnen Fraktionen der Fett: 
und Lipoide in der Arterie und den Venen erfordern vor allem, die be. 
stimmten Wechselbeziehungen zwischen Neutralfett und Cholesterin in 
der Vena lienalis hervorzuheben. Die Abnahme des Cholesterins in 
dieser letzteren, seine Zuriickhaltung eo ipso in der Milz, wird imme: 
von einer bedeutenden Zunahme des Neutralfettes begleitet; eine ebe: 
solche, aber weniger scharf ausgedriickte Verainderung der Wechselbeziehung 
zwischen Neutralfett und Cholesterin wird in dem arteriellen Blute im 
Vergleich mit dem Blute des rechten Herzens bemerkt: in der Arterie wird 
parallel mit der Abnahme des Cholesterins und seiner Zuriickhaltung in 
der Lunge, eine Zunahme des Neutralfettes beobachtet. Die iibrigen Venen 
zeigen in der Norm derartig bestimmte Veranderungen der Wechselbeziehung 
zwischen Neutralfett und Cholesterin wie in der V. lienalis nicht. Auf dies: 
Weise zeigt die Verteilung der Fette und Lipoide in den Venen der inneren 
Organe an, daB schon in der Norm in bestimmten Organen einerseits dix 
Elimination und andererseits die Abgabe in das Blut der einzelnen Frak- 
tionen der Fette und Lipoide stattfindet. Diese Prozesse der Elimination 
und der Abgabe sind besonders ausgeprigt unter den Bedingungen der 
Fettbelastung der Tiere. 

In Tabelle XII ist die Verteilung der Fette und Lipoide im vendése: 
Blute der inneren Organe in jener Periode der alimentéren Lipimie an- 
gefiihrt, welche von uns oben als hypolipimische charakterisiert wurde 
bei der Einfiihrung mittlerer Dosen Olivendls tritt in der fiinften Stunds 
nach der Einfiihrung die Abnahme des Neutralfettes und parallele Zu 
nahme des Cholesterins auf. 

Wie aus den Angaben der Tabelle ersichtlich, erscheint diese Abnahm 
des Neutralfettes und die Zunahme des Cholesterins im peripheren Blute als 
Abbild dessen, was wir in der Vena hepatica haben, nimlich: In der Vena 
hepatica haben wir den geringsten Gehalt des Neutralfettes und den gré8ten 
des Cholesterins im Vergleich mit den iibrigen Venen und Arterien. In den 
iibrigen Venen ist die Verteilung des Fettes und Cholesterins ebenso wie in der 
Norm, wahrend in der Vena lienalis wie gew6hnlich ohne Belastung eine schari 
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Tabelle XII. 
16. April 1926. Hund 16. Gewicht 8 kg. 





Freies 
Cholesterin 


Alkohol- 
fraktion 
Gesamt- 

cholesterin 
Alkohol 
+ Petrol. 

atherfrakt. 


| 
0,165} 0,087, 0,078 | 0,236) 0,090) 0,114 0.168 0,401 
(0,57) |(0,34) (0,23) |'(0,94) | (0,35) | (0,46) (0,58) (1,51) 
Um 9645’ morgens per os 80,0 OL. olivar. eingefiihrt (10,0 pro kg). 
Um 2h30’ ist Morphium unter die Haut injiziert (5 ccm 2proz. Lésung). 
Um 2b40’ Athernarkose; um 2°45’ Laparotomie. 
|. Aorta abdom. | 0,212 0,128 0,084) 0,192 0,062 0,123) 9,74 0146 0,404 
(0,72) (0,45) (0,27) | (0,65) | (0,20) (0,44), (84,0) (0,47) (1,37) 
0,187 0,165, 0,022) 0,240 0,070 0,174) 9,74 0,092 0,427 
(0.65) (0.56) (0,09) (0.83) (0.25) (0,60) (84,0) (0,84) (1.48) 
V. hepatica . | 0,174, 0,074 0,100 0,229 0,090, 0,105 0,190 0.4038 
(0,55) (0,23) '(0,382) (0,71) (0,31) (0,24) (0.63) (1.26) 
V. porta. . 0,203) 0,114) 0,089) 0.257; 0,066 0.169 8,24 0,155 0.460 
(0,70) (0.40) (0,30) (0.86) (0.22) (0,52) (28.6) (0,52) (1.56) 
V.femoralis . 0,216 0,118) 0,098, 0,216 0,070, 0,135 0.168 0,482 
(0,77) (0,43) (0,24) (0,74) (0.25) (0,46) (0.59) (1.51) 
. Peripher. Blut | 0,158) 0,070 0,088 0,257, 0,105, 0,162 0,193 0,415 
(Ohr) (0,55) (0,24) (0,81) (0,86) (0,87)) (0,45) (0.68) (1,41) 
. RechterVorhof 0,171, 0,071 0,100, 0.213 0,066 0,144 9,41) 0,166 0.384 
(0,57) | (0,25) |(0,82) | (0,71) (0,22) (0,50), (83,7) | (0,59) (1,28) 
. Linker Vorhof 0,220 0,131, 0,089, 0,200, 0,059 0,142 0,148 0,420 
(0,74) (0,47) (0,27) (0,67) (0,19) (0,48) (0,46) (1,41) 
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Praform. . 


V. lienalis 


Im Duodenum Vorbandensein von Ol. olivarum; Chylusgelafe sind gefullt, von milch- 
weiBer Farbe. 


ausgedriickte Abnahme des Cholesterins und parallele Zunahme des Neutral- 
fettes stattfindet; die Beziehung zwischen Neutralfett und Cholesterin in der 
Vena hepatica erscheint als entgegengesetztes Abbild der Beziehung in der 
Vena lienalis. 

Es ist noch notwendig, die Tatsache zu unterstreichen, da8 wir in 
diesem Versuche sowie auch in den anderen (weiter unten und in der nach- 
folgenden Mitteilung) mit der Einfiihrung des Olivendédls in keinem Falle 
die relative Zunahme des Neutralfettes weder in der Vena porta noch im 
rechten Vorhof beobachtet haben, obwohl die ChylusgefaBe gefiillt waren, 
milchweiBe Farbe besaBen; der gréBte Gehalt des Neutralfettes wurde immer, 
mit Ausnahme der Vena lienalis, in dem arteriellen Blute beobachtet. In der 
Tabelle XIII ist die Verteilung der Fette und Lipoide im venésen Blute 
der inneren Organe bei der Einfiihrung groBer Dosen Olivendls dargestellt, 
wenn in dem peripheren Blute, wie oben festgestellt wurde, gleichzeitig 
mit der Zunahme des Neutralfettes auch die Zunahme des Cholesterins 
beobachtet wird. Die Angaben, welche in der Tabelle angefiihrt sind, 
zeigen an, daB das Maximum des Cholesteringehalts in der Vena lienalis beob- 
achtet wird und dabei das Neutralfett in der Vena lienalis im Vergleich mit 
anderen Venen nicht zunimmt. Das Maximum des Gehalts des Neutralfettes 
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Tabelle XI11. 


15. April 1926. Hund 27. Gewicht 7 kg. 





Petrolather- 
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Freies 
Cholesterin 
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holesterin 

Gesamt- 
cholesterin 
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Proz. 


> 
N 


Proz P Proz. Proz. Proz. 


Praform.. . . . 0,123 0,059 0,064 0,220 0,056 0.180 0.115 0,348 


Um 10b per os 190,0 OL olivar. eingefiihrt (14,3 pro kg). 
Um 12630’ Morphium subkutan (5cem 2proz. Lisung). 
Um 12h59 Athernarkose. 
Um 15 Laparotomie; das Blut ist entnommen aus: 
1. V. lienalis 0,305 0,125 0,180 0,339 0,100) 0.222 0.280) 0.644 
2. A.lienalis . . 0,228 0,160 0,068 0,246 0,065 0.195 0.135 0.474 
3. V. hepatica 0,220 0,120 0,100 0,193 0,080 0,210 0,130 0,413 
4. V. porta (unters 
halb ihres Eins 
tritts in die V. lie. 
nalis) . . . . 0,163 0,098 0,065 0,262 0,066 | 0.216 0.131 0,425 
5. Peripher. Blut 0,194 0,102 0,092 0,268 | 0,066 0,225 0,158 0,462 
(Ohr) 
}. RechterVorhof 0,206 0,108 0,098 0,405 | 0,070' 0.420 0.168 0.626 10.0 


Im Magen und Darm sind grofe Mengen Ol. olivarum vorhanden. ChylusgefiiBe sind 


gefillt, von milchweifer Farbe. 


finden wir im arteriellen Blute, wobei, wenn wir das Blut des rechten 
Vorhofs mit dem Blute der Arterie vergleichen, eine scharf ausgepragte Zu 
nahme (auf 100 Proz.) der sogenannten Phosphatid-Fraktion im rechten 
Vorhof, im Vergleich mit der Arterie, zu beobachten ist; insofern, als di: 
Phosphatid-Fraktion nach Bang aus den Phosphatiden und Seifen besteht, 
und insofern, als der Gehalt des lipoiden P im rechten Vorhof und der Arterie 
fast gleich ist (Unterschied 8 Proz.); die Zunahme der Phosphatid- 
Fraktion im rechten Vorhof mu8 man auf Kosten der Zunahme der Seifen 
beziehen. Im arteriellen Blute fallt der Seifengehalt stark ab, parallel 
damit nimmt die Menge des Neutralfettes zu. 


Damit wird die Frage nach der Lunge als eines Organs, in dem ein 
Resynthese des Neutralfettes stattfindet, hervorgehoben. 

Bekanntlich nimmt man seit der Zeit der klassischen Untersuchungen 
(Radjziewski, Perewoznikow, Munk, Munk und Rosenstein, Minkowski, 
Pfliiger, Frank, StrauB u. a.) an, daB das Fett im Darm in Fettsaéure und 
Glycerin gespalten, in der Darmwand resynthetisiert wird und von dort 
durch die ChylusgefaéBe in den Ductus thoracicus kommt; nach anderen 
Autoren (Ioanovics und Pick, Bang) wird ein Teil des Fettes, jedenfalls 
einige seiner Arten, wie z. B. Lebertran, durch die Vena porta resorbiert und 
gelangt in die Leber hinein. Jedoch erscheint die Zunahme des Neutral- 
fettes im Ductus thoracicus bzw. der Vena porta bei der Fettbelastung 
nicht, wie noch Pjliiger anzeigte, als kategorischer Beweis seiner unmitte! 
baren Synthese bzw. seines Eintretens aus der Darmwand, denn diese 
Zunahme kann den Charakter und die Herkunft transporter Gesamtlipamie 
haben, um so mehr, als die Versuche von Lesser gezeigt haben, da®B man 
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ber dem hungernden Hunde ebenso aus dem Ductus thoracicus weibe, 
an Fetten reiche Lymphe erhalten kann, und namentlich dann, wenn der 
Darm leer ist. Wie bekannt, findet beim Hungern eine Transportlipamie 
statt; darauf deuten auch die Versuche von J. und S. Bondi: bei Hunden, 
welche 5 bis 9 Tage hungerten, fanden diese Autoren Fettanhiufung in den 
Epithelien der Darmzotten und Reichtum an Fett in lymphatischen GefiBen 
und Blutkapillaren. AuBerdem ist es, wie Bang betont, in bezug auf 
Versuche von Minkowski wichtig zu bemerken, daB nach der Fiitterung 
mit Erucinséiure in der Lymphe hauptséchlich Tripalmitin, Tristearin und 
eine unbedeutende Menge Erucin entdeckt wurden. Weiterhin entspricht 
die Quantitat des Neutralfettes, welche in der Lymphe nach der Fiitterung 
mit Fettsiuren gefunden war, nicht der Quantitaét der eingefiihrten Fett- 
siuren; so wurden nach der Einfiihrung von 50,0 g Fettsaéuren im Chylus 
0,869 g Neutralfett gefunden; nach der Einfiihrung von 100,0 g Fettsiuren 
0917g, 101g, 1,75 g und 2,09g Neutralfett, obwohl der Chylus inner- 
halb vieler Stunden aufgesammelt wurde. Auf diese Weise ist die Frage 
nach der volistaéndigen Resynthese des Neutralfettes in der Darmwand als 
noch nicht ganz bewiesen zu bezeichnen. Unsere Versuche erlauben zu sagen, 
das’ wenigstens ein Teil der Nahrungsfette un Ductus thoracicus als Seife 
resorbiert wird, und daB in der Lunge eine partielle Resynthese des Neutral- 
fettes!) stattfindet. 

Resiimieren wir unsere Angaben beziiglich der Verteilung des Neutral- 
fettes und Cholesterins im vendésen Blute der inneren Organe bei der 
Olivendlbelastung, so kénnen wir sagen, daB die Leber als jenes Organ 
erscheint, in welchem die Elimination des Neutralfettes stattfindet, wobei 
parallel mit der Elimination auch eine Zunahme des Cholesteringehalts 
im abstrémenden Blute stattfindet ; die Elimination des Cholesterins findet 
in der Lunge und Milz statt; in der letzteren wird die Elimination des 
Cholesterins von der Steigerung des Neutralfettes im abflieBenden Blute 
begleitet ; im Blute, welches von der Milz abstrémt, kann auch Cholesterin- 
zunahme beobachtet werden; dabei sinkt der Gehalt des Neutralfettes im 
Vergleich mit seinem Gehalt im zustrémenden Blute. Auf diese Weise 
treten in der V. hepatica und V. lienalis bestimmte Wechselbeziehungen 
zwischen Neutralfett und Cholesterin zutage, welche den Charakter der 
ungekehrten Proportionalitét tragen. Es entsteht die Frage, ob in der 
Milz gleichzeitig mit der Retention des Cholesterins sein Zerfall und 
aus den Zerfallsprodukten eine Bildung des Neutralfettes stattfindet; 
ob in der Leber eine Bildung, eine Synthese des Cholesterins aus den 
Zerfallsprodukten des Neutralfettes (Fettsaiuren) ihren Platz hat. 

Die vorliegenden Angaben in der Literatur gestatten eine solche Frage 
stellung. Thannhauser &uBert sich in seinem Referat iiber die Chemie des 
Cholesterins auf der XX. Tagung der deutschen Pathologen folgendermaBen : 
»Nachdem aber polyterpenartige Ringsysteme in keiner anderen Kérper- 
klasse der Organismen vorgebildet sind, muB eine Synthese dieser Ringsysteme 
aus offenen Kohlenstoffketten erfolgen ... Es liegt die Vermutung sehr nahe, 
daB die hydrierten Ringe durch RingschluB aus solchen Komplexen, wie 
ein solcher in der Seitenkette noch in offenen Ketten in Erscheinung tritt, 
entstanden sind. Von den Fettséuren, die zur Synthese dienen kénnten, 


1) Ausfiihrlich iiber die Rolle der Lunge in der Fett- und Lipoid- 
metabolie in Verbindung mit ihrer lipopeksischen ( Roger und Binet) Funktion 
in einer der nachfolgenden Mitteilungen. 
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diirften in erster Reihe die hochgliedrigen Séuren... in Frage komme.“ 
Waldvogel konstatierte bei der Autolyse der Leber eine Cholesterinzunalh 
Reicher hat bei der Durchstrémung des Blutes durch isolierte Leber unte; 
Zusatz von Triolein eine Cholesterinzunahme beobachtet; dasselbe 
auch Artom konstatiert. Bei der Autolyse der Leber hungernder Hund 
Artom eine Cholesterinzunahme beobachtet (vgl. unseren Versuch 
Hungern, Tabelle X, wo in der Vena hepatica — parallel mit der Abnaliny 
des Neutralfettes — Zunahme des Cholesterins stattfindet). Lifschiitz zeigt 
seinen Arbeiten ,,Studien tiber den Ursprung und die Bildung des (| 
esterins und ,,Zur Kenntnis der chemischen Natur und der Wandlungen 
Blutfettes** an, daB Cholesterin in dem Organismus sich aus der Oleinsivur 
mittels Oxydation nach folgendem Schema bilden muB: 

3 C,,H,,0O, + O, = 2C,,H,,O + 5 H,O. 

Es ist auch zu bemerken, daB nach Chalatow anisotrope Verfettung 
sich immer auf dem Boden einer isotropen entwickelt. Wenn man sich auf 
solche Weise auf den Standpunkt stellt, daB die Zunahme des Cholesterins im 
Blute bei der Belastung mit groBen Dosen Olivenédls und bei seiner 
chronischen Einfiihrung das Resultat seiner Bildung aus Neutralfett durch 
die Fettsaiuren, welche bei dem Zerfall des Neutralfettes sich bilden, ist, so 
mu nicht nur die Einfiihrung des Olivenéls bzw. Neutralfettes, sondern 
auch die Einfiihrung der Fettséuren eine Hypercholesterinimie hervorrufen 
Zur Aufkléirung dieser Frage wurden Versuche mit Oleinséiurebelastung 
angestellt. 


6. Die Veriinderungen der Fette und Lipoide im peripheren Blute und Blute 
der inneren Organe bei Einfiihrung der Oleinsiure per os. 


Tabelle XIV. 





Petrolather- 
traktion 
3 Neutralfett 
N 
Freies 
Cholesterin 
Alkohol- 
fraktion 
Gebundenes 
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Lipoider P 
Gesamt- 
cholesterin 
Alkohol 
Petrols 
atherfrakt 


2 
N 


mg-Proz. 
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a 
-) 
N 
2 
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| P 


— 
= 
ay 
> 
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Hund Nr.7. Gewicht 10000 g. 

22. 11. 1926. Um 10h29' per os 59,0 acidi oleinici (Kahlbaum) eingefiihrt. 
Praform. . . | 0,135 | 0,067 | 0,068 0,340 | 0,046 | 0,387) 6,68 0,114) 0,475 
Nach 1%, Std. . 0,135 0,050 | 0,085 0,404 0,040 0,501 0,125 0,539 

3 »  . | 0,154) 0,063 | 0,091 0,337 | 0,075 ' 0,306 7,00 0166) 0.491 

a . . 0,160) 0,071 | 0,089 0368 0,039 0,547 10,00 | 0,128! 0,528 

Fee . 0,179 | 0,120 | 0,059 | 0,357 | 0,056 | 0.387 11.6 | 0.117) 0.536 
Hund Nr.10. Gewicht 11,300 g. 

21. IT. 1926. Per os 59,9 acidi oleinici (Kahlbaum) + 10,0 Glycerin eingefiihrt 

Praform. . . . | 0,150 0,087 0,063 || 0,356 0,056 0,384 7.84 O119 0,506 

Nach 3 Std. . . | 0,161 | 0,193 | 0,058 0,398 | 0,060. 0,435 0,118 0,559 

>» 5, . . 40,154 | 0.047 | 0,107 | 0,325 | 0,047 0366 7,64 0,154 0,479 

“ey ae . . 10,143! 0,081 0,062. 0.409! 0,075 0.414 78 0,137 0.552 
SS 2 . . 0,211 | 0,147 | 0,064 | 0,344 | 0,083 | 0,234! 1013 0.147 0,555 
22. 111.1926 =| 
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Tabelle XV. 


8. Mai 1926. Hund 18. Gewicht 13800 ¢. 





Petrol Freies 4 Gesamt- 
athers Neutralfett Chok | Gebundenes chol- Lipoider P 
fraktion esterin Cholesterin esterin 


Proz Proz. Proz. | Proz Proz mg-Proz 


0.117 0,072 0,045 0,080 0,125 6,0 
(0.43) (0.25) (0.18) (0.29) (0.37) 


106 wurden per os 50,0 acidi oleinici (Kahlbaum) + 5,0 Glycerini puriss. 
eingefiihrt. 
3631 10 cem 2proz. Morphiumlosung subkutan, 
shHY” 6 Athernarkose. 
4h Laparotomie; Blut ist entnommen aus: 
\.femoralis . (0,133 0.080 0,053 0,103 0.156 
0.52) (O31) (0.21) (0.4) (0.61) 
\. lienalis 0,130 0,090 0,040 0.067 0,107 
(0,49) (0,33) (0,16) (0,25) (0.41) 
\V. hepatica 0,151 0,060 0,091 0,082 0,173 
(0.57) (0,21) (0,36) (0,30) (0,66) 
\. porta 0,142 0,100 0,042 0,081 0,123 
(0,52) (0.35) (0,17) (0,30) (0,47) 
Peripheres Blut 0,141 0,061 0,080 0,080 0,160 9,0 
(Ohr) (0,53) (0,22) (0,31) (0,30) (0,61) 
\V. suprarenalis 0,149 0,092 0,057 0,098 0,155 
(0,55) (0,34) (0,21) (0,36) (0.57) 
V.renalis ... 0,138 0,073 0,065 0,130 0,195 
(0,52) (0,27) (0,25) (0,45) (0,70) 
Rechter Vorhof 0,145 0,067 0,077 0,110 0,187 
(0,65) (0,23) (0,30) (0,41) (0,71) 
Aorta. 0.135 0,083 0,032 0,105 0,157 | 5,2 
Die ChylusgefaBe sind gefillt und von milchweifer Farbe. 


Wie aus den angefiihrten Tabellen ersichtlich ist, wird die Hinfiihrung 
der Oleinsdure immer von der Cholesterinzunahme (freien und gebundenen) 
im Blute auf 30 bis 40 Proz. begleitet; der Gehalt des Neutralfettes im 
peripheren Blute vergréBert sich ebenfalls, aber viel spiter als bei Be- 
lastung mit Olivenél; parallel mit Cholesterin vergré8ert sich auch der 
lipoide P; die Abwesenheit des Parallelismus in den Schwankungen des 
lipoiden Phosphors und der Phosphatid-Fraktion lassen die Frage 
offen, ob die Schwankungen der Phosphatid-Fraktion das Resultat der 
Verainderung des Seifengehalts im Blute oder die Folge der Umwandlung 
der Phosphatidmolekiile sind. 

Die Verteilung der Fette und Lipoide in den Venen der inneren Organe 
(Tabelle XV) zeigt an, daB die Cholesterinzunahme bei der Oleinsdure- 
belastung das Resultat seiner Zunahme in Vena hepatica ist. Im arterieller 
Blute wird, ebenso wie bei der Belastung mit Olivendél, die Zunahme 
des Neutralfettes im Verhaltnis zu seinem Gehalt im rechten Vorhof 
beobachtet, wobei parallel damit die Cholesterinmenge in der Arterie sich 
vermindert. Das Zuriickhalten des Cholesterins und die gleichzeitige 
Zunahme des Neutralfettes wird, wie in der Norm, in der Milz beobachtet. 
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Die Zunahme des lipoiden P wird in der Vena lienalis und hepatica konsta. 
tiert. Es ist noch notwendig, die Erhéhung des Neutralfettes in der Vena 
suprarenalis und die bedeutende Zunahme des gebundenen Cholesterins jy, 
der Vena renalis bei Oleinséurebelastung hervorzuheben. 

Auf diese Weise unterstiitzen und bestétigen die Versuche mit der 
Einfiihrung der Oleinsiure die Tatsache einer innigen Abhangigkeit zwischen 
Cholesterin und Neutralfett, welche sich dadurch ausdriickt, daB die Zy 
nahme des Cholesterins mit der Abnahme des Neutralfettes in der V. hepa. 
tica insofern verbunden ist, als dabei in der Leber eine Spaltung des 
Neutralfettes in Fettsiuren stattfindet. 

Die Untersuchungen der Phosphatid-Fraktion und des lipoiden P jn 
der V. porta und V. hepatica bei Oleinsiurebelastung zeigen an, daB in der 
Leber das Zuriickhalten der Fettsiuren (Seifen) und die parallele Zunalime 
des Cholesterins (Tabelle XVI) vor sich geht. 


Tabelle XVI. 
Hund 13. 20. August 1926. Um 106 Uhr sind per os 50,0 Acid. oleinici 
(Kahlbaum) eingefiihrt; um 3 Uhr Narkose, Laparotomie. 





Phosphatidfraktion Lipoider P Cholesterin 
Proz. mg-Proz. Proz. 


I aa te soa 0,420 8,16 0,130 
V. Bopation .. .. 1.2... 0,173 9,18 0,160 


Insofern als der Gehalt des lipoiden P in der V. hepatica nicht nur sich 
vermindert, sondern im Gegenteil im Vergleich mit der V. porta sich ver- 
gréBert, mu8 man die Abnahme der Phosphatid-Fraktion in der V. hepatica 
auf Kosten der Abnahme der Fettséuren (Seifen) beziehen. Andererseits 
bestatigen die Versuche mit der Oleinséiurebelastung die Méglichkeit einer 
partiellen Resynthese des Neutralfettes in der Lunge. 


7. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Die Einfiihrung des Olivenéls per os ruft bei Hunden eine 
Zunahme des Neutralfettes im Blute hervor, wobei die Héhe der Zu. 
nahme des Neutralfettes von der Menge des eingefiihrten Oles nicht 
abhangig ist; die Dosis der letzteren bestimmt nur den Charakter des 
Verlaufs der Lipamie ; es stellen sich namentlich zwei Typen der Lipimie 
ein: der erste, welcher bei der Einfiihrung der mittleren Dosen des 
Olivendéls (7,0 bis 10,0 pro Kilogramm) beobachtet wird, charakterisiert 
sich durch eine hypolipimische Phase, welche sich nach der anfanglichen 
Zunahme des Neutralfettes einstellt; nach der hypolipimischen Phase 
tritt wieder die Zunahme des Neutralfettes ein; der zweite Typus der 
Lipimie, welcher bei der Einfiihrung groBer Dosen Olivendls (10,0 
bis 14,0 pro Kilogramm) stattfindet, wird durch das Fehlen der 
hypolipaimischen Phase charakterisiert; die wiederholte (am folgenden 
Tage) Einfiihrung der mittleren Dosen des Olivenéls kann den Uber- 
gang des ersten Typus der Lipimie in den zweiten hervorrufen. 
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Die Einfiihrung der Oleinsiure per os und Oleinsiure mit Glycerin 
ruft eine Zunahme des Neutralfettes im Blute hervor, deren Maximum 
spater als bei der Einfiihrung des Olivendls eintritt. 

2. Lipamie, welche bei der Einfiihrung des Olivendls stattfindet, 
wird immer von einer Veranderung des Bildes des Cholesterins im Blute 
begleitet, wobei die Veriinderung des Cholesteringehalts sich in be- 
stimmter Abhangigkeit von dem Gehalt des Neutralfettes im Blute 
befindet, und zwar: bei dem ersten Typus der Lipimie entspricht 
die Periode der maximalen Zunahme des Neutralfettes im Blute der 
Abnahme des Cholesterins; dagegen entspricht der hypolipimischen 
Phase die Zunahme des Cholesteringehalts; bei dem zweiten Typus der 
Lipimie wird Cholesterinabnahme nicht beobachtet; sein Gehalt im 
Blute nimmt um 60 bis 100 Proz. zu. Die Verinderung des Cholesterins 
bei der alimentaren Lipimie bezieht sich hauptsichlich auf das freie 
und nicht gebundene Cholesterin. 

3. Die Einfiihrung des Olivenéls per os ruft eine Zunahme des 
lipoiden Phosphors bzw. der Phosphatide des Blutes hervor. 

4. Einfiihrung der Oleinsiure per os ruft eine Cholesterinimie und 
eine Zunahme des lipoiden P des Blutes hervor. 

5. Chronische Einfiihrung des Olivenéls per os ruft nicht Hyper- 
lipamie, sondern Hypercholesterinimie und Phosphatidimie hervor. 

6. Die Verteilung des Neutralfettes, Cholesterins und lipoiden P 
in den Venen zeigt, daB in der Norm das Zuriickhalten des endogenen 
Cholesterins in der Milz und Lunge stattfindet, wobei dieses Zuriick- 
halten des Cholesterins von der Zunahme des Neutralfettes begleitet 
wird. In den tibrigen Venen ist der Cholesteringehalt gréBer als in 
dem arteriellen Blute. Die Abnahme des Lipoid-P (im Vergleich mit 
dem arteriellen Blute) wird in der Vena lienalis, die Zunahme in 
der Vena suprarenalis, hepatica und renalis konstatiert. 

7. Die bei der Belastung mit Olivendédl und Oleinsiure beobachtete 
Verteilung des Neutralfettes, der Fettsiuren und des Cholesterins in den 
Venen der inneren Organe zeigt: a) die Abnahme des Neutralfettes und 
parallele Zunahme des Cholesterins, welche bei der hypolipimischen 
Phase stattfindet, ist ein Abbild dieser Wechselbeziehungen in der 
Vena hepatica; b) in dem arteriellen Blute tritt parallel der Abnahme 
der Fettsiuren (Seifen) und des Cholesterins eine Zunahme des Neutral- 
fettes ein; c) in der V. lienalis, gleichzeitig mit der Abnahme des Chole- 
sterins und Zunahme des Neutralfettes, kann auch der entgegengesetzte 
ProzeB beobachtet werden: die Cholesterinzunahme und Abnahme des 
Neutralfettes, welche von dem Stadium der Lipimie abhangig ist; 
d) die Wechselbeziehungen zwischen Neutralfett und Cholesterin in der 
V. lienalis ist diesen Wechselbeziehungen in der V. hepatica entgegen- 
gesetzt; e) bei der Belastung mit Oleinsiure geht die Zunahme des 
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Cholesterins in der V. hepatica parallel mit dem Zuriickhalten der 
Fettsiuren (Seifen) in der Leber vor sich; f) die Zunahme des lipoiden 
P bei der Belastung mit Oleinsaure ist ein Abbild seiner Zunahme 
in der V. lienalis und V. hepatica. 

8. Die Angaben, welche im Punkt 7 angefiihrt sind, erlauben uns 
zuzulassen, daB: a) ein Teil des Fettes in den Ductus thoracicus als Fett- 
sduren (Seifen) gelangt, welche in der Lunge im Neutralfett synthetisiert 
werden; b) von der Leber Cholesterin ins Blut gelangt; c) in der Milz 
das Zuriickhalten des Cholesterins und eine Abgabe des Neutralfettes 
stattfinden kann, ebenso wie der umgekehrte ProzeB, das Zuriickhalten 
des Neutralfettes und die Abgabe des Cholesterins. 

9. Die erhaltenen Angaben, die auf bestimmte Wechselbeziehungen 
zwischen dem Neutralfett und Cholesterin hinweisen, welche haupt- 
sichlich durch die Leber, Milz und Lunge bestimmt werden, er- 
lauben die Vermutung iiber die Méglichkeit des Ubergangs des 
Cholesterins in Neutralfett (in der Milz) und iiber die Bildung des 
Cholesterins aus dem Neutralfett durch die Fettsiuren (hauptsichlich 
in der Leber) auszusprechen. 

10. Insofern, als die Untersuchung der Fette und Lipoide in den 
Venen der inneren Organe in den Bedingungen des akuten Versuchs 
nicht als einziger, entscheidender und endgiiltiger Beweis der an- 


gezeigten Ergebnisse erscheinen kann, ist es notwendig, die weiteren 
Untersuchungen in dieser Richtung anzustellen, tiber deren Resultate 
in den nachsten Mitteilungen gesprochen wird. 
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Studien iiber Fett- und Lipoidstoffwechsel. 


II. Mitteilung: 
Uber alimentire Cholesterinimie. 


Von 
Samuel Leites (Charkow). 


[Aus dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des Medizinischen 
Instituts zu Charkow (Ukraine). ] 


(Eingegangen am 12. Februar 1927.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In unserer ersten Mitteilung') tiber Blutfett- und Lipoidspiegel 
bei Belastung mit Olivenél bzw. Oleinsiure wurde gezeigt, daB diese 
Belastung unter gewissen Umstinden zu deutlich ausgeprigter 
Cholesterinamie fiihrt, und daB die letztere endogenen Ursprungs ist 
und mit den Umwandlungen des Neutralfettes bzw. der Fettsiuren 
havptsichlich in der Leber und Milz verbunden ist. Es wurde einseitig 
darauf hingewiesen, dB Lungen und Milz als Anhaltspunkte fiir 
endogenes Cholesterin erscheinen. 

Zum weiteren Studium der Frage nach dem Cholesterinmeta- 
bolismus dienten Beobachtungen iiber das Schicksal des exogen ein 
gefiihrten Cholesterins. 

Seit den Untersuchungen von Gardner und seinen Mitarbeitern wird 
angenommen, daB der Gehalt an Cholesterin sowohl im Kérper als aucl 
im Blute von der Menge des exogen eintretenden Cholesterins abhangt. 
Von diesem Standpunkt wird der niedrige Gehalt an Cholesterin bei 
,,Unterernihrung*‘ wihrend des Krieges (Rosenthal und Patrzek), sowie 
bei der Bevélkerung von Hollindisch-Indien (de Langen) gedeutet. Auch 
in Tierexperimenten (Leupold an Kaninchen, Gremjatschkin an Hunden) 
konnten Senkungen bei cholesterinarmer Kost erzielt werden. Es bleibt 
jedoch die Frage offen, ob diese Cholesterinabnahme infolge von Abwesenheit 
desselben in der Nahrung erscheint, oder als Resultat einer Avitaminose 
betrachtet werden mu8, um so mehr, als andere Angaben (Strathmann- 
Herrweg bei Saéuglingen, Stepp bei Hunden, StrauZ) keine Blutcholesterin- 
senkung bei voller Lipoidabwesenheit in der Nahrung beobachtet haben. 


1) Diese Zeitschr. 184, 273, 1927. 
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\ndererseits hat nicht immer die Cholesterineinfiihrung durch die Nahrung 
ine Cholesterinamie zur Folge (Cabanés und Rouzard, Ssokolow, Mjassnikow); 
; besteht kein Parallelismus zwischen der Menge des eingefiihrten Nahrungs- 

lesterins und der Cholesterinzunahme des Blutes. Untersuchungen iiber 

Cholesterinbilanz (Beumer und Lehmann) zeigen, daB die letztere unab- 

gig vom Nahrungscholesterin ist. Ks ist somit keine bestimmte Ab- 
ingigkeit oder Proportionalitaét zwischen dem Cholesterin der Nahrung 
nd dem Grade der Cholesterinamie festgestellt; es scheint, dab die bloBe 
holesterinanwesenheit in der Nahrung an und fiir sich ungentigend ist, um 
eine Hypercholesterinimie hervorzurufen; noch andere bestimmte Um- 
tande sind notwendig, damit das Nahrungscholesterin eine Blutchol- 

terinzunahme zur Folge hat. 

Am wichtigsten erscheint die Tierart: wahrend die einmalige Chol- 
esterinzufuhr bei Omni- und Carnivoren die Menge desselben im Blute 
mter gewissen Umstiéanden vergréBert, was jedoch schnell voriibergeht, 
ist eine dauernde Cholesterinfiitterung notwendig, um eine stabile Chol- 
esterinadmie bei Herbivoren hervorzurufen (Wacker und Hueck, Weltmann 
md Biach, Versé, N. N. Anitschkow, Chalatow, Ssokolow u. a.). Es ist 
weiter von groBer Bedeutung die Anwesenheit von Galle (Desoxychol- 
siure) (Schénheimer), Pankreassaft (H. Mueller), Fettsiuren (Sano), welche 
die Cholesterinresorption unterstiitzen, und endlich ist die Anwesenheit 
von Fetten, in denen das Cholesterin gelést ist, die notwendige Bedingung 
fiir das Auftreten der alimentairen Cholesterinaimie. 

Hoppe-Seylers bekannter Ausspruch: ,,Die Fette bahnen dem Chol- 
esterin den Weg“, wird durch die Angaben von zahlreichen Atutoren be- 
statigt. Bang fiitterte Hunde mit Fleisch, dem Cholesterin zugemischt 
war, und erhielt eine unbedeutende Hypercholesterinaimie, fiitterte er 
lagegen Fleisch und Fett und Cholesterin, so bekam er eine bedeutende 
Cholesterinimie. Bangs Angaben bestaétigte auch Arndt. Levites fand bei 
inem Lleococealfistelhund, dali das mit Brot verfiitterte Cholesterin bei- 
nahe volisténdig wieder ausgeschieden wird. Auch bei Kaninchen erscheint 
die Cholesterinimie nur in den Fallen, wenn geniigend Fett anwesend ist 
Versé, Anitschkow, Chalatow u. a.); durch trockene Cholesterinzufuhr kann 
man keine erhéhte Cholesterinablagerung erzielen (Knack). Auch beim 
Menschen wird nach Thannhauser Cholesterin erst resorbiert, wenn es in 
Ol gelést wird. 

Nachdem wir die Tatsache') festgestellt hatten, daB Fett 
bzw. Fettsiuren an und fiir sich Hypercholesterinimie hervorrufen, 
muBte die Frage gelést werden, ob das Fett nur deshalb fiir das Auf- 
treten der alimentaren Cholesterinimie notwendig ist, weil dasselbe 
als Cholesterinlésungsmittel die Cholesterinresorption férdert, oder die 
sogenannte exogene alimentaire Cholesterinimie in ihrem Wesen blob 
eine endogene lipogenetische darstel]t, deren Ursache nicht im Cholesterin, 
sondern im Fett der Nahrung liegt. 


Zu diesem Zwecke haben wir Versuche an Hunden angestellt, denen 
Cholesterin in Olivenél per os eingefiihrt wurde. Die eingefiihrte Cholesterin- 
menge betrug 0,2 bis 0,5 pro Kilogramm, das Oliven6l in denselben Dosen, wie 
in den Versuchen mit alimentérer Lipémie (7,0 bis 14,0 pro Kilogramm). 


!) Siehe I. Mitteilung. 
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Die Versuchsanordnung und Methodik ist dieselbe wie in den Versuchen Belas 
mit der alimentiren Lipaimie (vgl. I. Mitteilung). Im ganzen wurden man 
zehn Versuche an acht Hunden ausgefiihrt. Unte 
duell 

Tabelle I. 





Petrolather- 
fraktion 
Freies 
Cholesterin 
Alkohol- 
fraktion 
Cholesterin 
~Phos- 
phatide* 
Lipoider P 
Gesamt- 
cholesterin 


= 
a 
fo) 
ad 
= 
a 
° 
N 


Proz. | mg-Proz.|, Proz. 


16. I. 1926. Hund Nr.4. Gewicht 9 kg. 
Priform . . . . |/0,110) 0,058 | 0,052 | 0,237 | 0,069 | 0,171} 0,121 || 0,347 
9630’ wurden per os 2g Cholesterin in 39,0 Ol. olivar. eingefiihrt. 
Nach 1*/, Std. . |! 0,122 | 0,062 | 0,060, 0,263 | 0,069 | 0,210 0,129) 0,385 
“ » - | 0,120 | 0,070 | 0,050, 0,293 | 0,084 | 0,216 0,134 |) 0.413 
~ . | 0,111 | 0,047 | 0,064) 0,306 | 0,091 | 0.216 0,155 0.417 
0,125 | 0,036 | 0,089 0,290 0,069 | 0,252 0,158 | 0,415 


- 


5 
7 : 
24 . . | 0,140) 0,075 | 0,065 | 0.237 | 0,069 | 0.171 0,134 |) 0.377 


17. X11. 1925. Hund Nr.5. Gewicht 7,15 kg. 
Praform . . . . | 0,114) 0,056 | 0,058 || 0,293 | 0,064 | 0,270 | 0,120 || 0,407 
9645’ wurden per os 1,5g Cholesterin in 25,0 Ol.olivar. eingefiihrt. 
Nach 1'/, Std. . | 0,136 | 0,088 | 0,048 || 0,297 | 0,068 | 0.267 0,116 | 0,483 
a m . |§0157 0,059 | 0,098 0,300 0.071 | 0.264) 0,169 | 0,457 
= a! . | 0,116!) 0,056 0,060 0,318 | 0.084 | 0.252 0.144! 0.434 
ba . . | 0,119) 0,061 0,058 0,281 | 0,068 0,240 0,126 O40 


3. IT. 1926. Hund Nr. 7, Gewicht 9 ke. 
Praform .% . . | 0,101 30,048 | 0,053 |) 0,355 | 0,065 | 0,360 11,5 | 0,118)) 0,456 ron J 
zwar 
ruft « 
nach 


9650’ wurden per os 5g Cholesterin in 100,0 OL olivar. eingefiihrt. 
Nach 3 Std. . . || 0,182 | 0,072 | 0,110! 6,423 | 0,101 | 0,366 0.211! 0.605 
» 5 4 . . | 0,196 | 0,160 | 0,086 | 0,336 | 0,093 | 0,222 0,129} 0,532 — 
7, . . (0,178 | 0,138 | 0,040 0,412 | 0,060 0,456) 12,5 | 0,100) 0,590 7 bis 
, 24. . . | 0,226! 0,093 | 0,133 0,420! 0,151 | 0.225) 13,8 | 0.284) 0.646 chole 
: , ; kung 
24. II. 1926. Hund Nr. 8, Gewicht 14,2 kg. der } 
Praform . . . 10,152 | 0,091 | 0,061 || 0,247 | 0,046 | 0,252 | 8,34 | 0,107 0,399 Die | 
9645’ wurden per os 5g Cholesterin in 109,90 OL olivar. eingefibrt. allmé 
Nach 3 Std. . . | 0,175 | 0,143 | 0,082 | 0,332 | 0,098 | 0,252|| 8,35 | 0,125 0,507 die ¢ 
» 5 . | 0,193 | 0,093 | 0,100 0,266 | 0,046 | 0,276) 8,78 | 0,146) 0,459 von 
~ % 4,  . . | 0,216} 0,160 | 0,056 | 0.280 | 0,044 0,303) 9.20 0,100) 0.496 habe 
.» 24 , . . | 0,160! 0,090 | 0,070) 0,266 | 0,046 | 0.276 8,64 | 0,116) 0,422 24 St 
Olive 


Wie aus der Tabelle I zu ersehen ist (in drei anderen Versuchen ahnliche 
Ergebnisse), ruft die Einfiihrung des Cholesterins in Olivenél eine Chol ester 
esterinzunahme im Blute bis zu 30 bis 90 Proz. hervor, und zwar 3 bis der 7 
5 Stunden nach der Einfiihrung, ohne daB der Erhéhungsgrad von der ; Bela: 
Cholesterinmenge abhingt. Jedoch, wie aus unseren Versuchen iiber nahn 
alimentare Lipamie (I. Mitteilung) zu ersehen ist, gibt die Einfiihrung nur mit 
des Olivenéls und der Oleinséure allein auch dieselbe Cholesterinzunahme ; ' gerin 
bei der Zusammenstellung der Cholesterinverénderungen im Blute bei der Phos 
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Belastung mit Cholesterin + Olivenél, Olivenél und Oleinséure findet 
man hinsichtlich der Steigerung der Blutcholesterinkurve fast keinen 
Unterschied unter denselben; der Unterschied ist im Rahmen der indivi 
duellen Schwankungen (Kurven Abb. 1, 2, 3). 
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Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 
Cholesterinblutspiege! Cholesterinblutspiegel Cholestc rinblutspiegel 
beim Hunde Nr.4 nach beim Hunde Nr.5 nach beim tiunde Nr.7 nach 
Eintuhrung per os 100,0 ol. Einfihrung per os 50,00]. Entiihrung per os 100,0 ol 
olivarum ( ) und W,0 olivarum ( ) und _ olivarum( }} 100.0 ol 
ol. olivarum + 2g 25.0 ol olivarum + 15g  oliv. + 5g Cuolesterin 
Cholesterin (——-—) Cholesterin (- ). (- ) und 30 acidi 

oleinici ( ) 


Also, Cholesterin + Olivendlbelastung verursacht dieselben V erdnderungen 
von Fett und Lipoiden des Blutes wie diejenigen mit Olivendl allein, und 
zwar: die Einfiihrung von mittleren Dosen des Olivendéls + Cholesterin 
ruft eine Zunahme des Neutralfettes nach 11 bis 3 Stunden, dessen Senkung 
nach der fiinften bis siebenten Stunde, und das sekundare Ansteigen nach 
7 bis 24 Stunden hervor (Hunde Nr. 4, 5, 8); die Veranderungen des Blut- 
cholesterins befinden sich in bestimmten Verhialtnissen zu den Schwan- 
kungen des Neutralfettes. Die maximale Cholesterinzunahme entspricht 
der hypolipamischen Phase, die minimale derjenigen der hyperlipamischen. 
Die Einfiihrung von groBen Dosen des Olivenédls + Cholesterin ruft eine 
allmaihliche Zunahme des Neutralfettes ohne hypolipaimische Phase hervor; 
die Cholesterinzunahme ist in diesem Falle etwas gr6éBGer als bei Einfiihrung 
von mittleren Dosen des Olivenédls. In zwei Fallen aus sieben Versuchen 
haben wir eine ziemlich groBe Cholesterinzunahme (100 bis 150 Proz.) 
24 Stunden nach der Ejinfiihrung beobachtet, was bei der Einfiihrung des 
Olivendls allein nicht stattgefunden hat. 


Was nun den Zusammenhang zwischen freiem und gebundenem Chol- 
esterin anbetrifft, so tritt die Hypercholesterinimie gewohnlich als Folge 
der Zunahme des freien als auch gebundenen Cholesterins auf; die bei der 
Belastung auftretende Senkung des freien Cholesterins wird von der Zu- 
nahme derjenigen des gebundenen begleitet. Ahnlich wie bei der Belastung 
mit Olivenél allein hat die Einfiihrung von Olivendél Cholesterin eine 
geringe Zunahme (max. 20 bis 30Proz.) des lipoiden P bzw. der 
Phosphatide zur Folge. 
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Da laut dem oben Gesagten die exogene Einfiihrung von Cholest«riy, 
den Verlauf der alimentaren Lipocholesterinaimie nicht beeinfluBt, so 1 
dessen Ausscheidting aus dem Kérper oder dessen Fixation in bestim: 
Organen bzw. Geweben vorausgesetzt werden. 

Indem itiberhaupt die Ausscheidung des Cholesterins durch die G 
angenommen wird, stellen wir Versuche iiber den Cholesteringehalt 
Galle wahrend alimentirer Lipimie bzw. Cholesterinimie an. Die Ve; 
suche') zeigten, dal die Cholesterinmenge in der Galle bei der Belastung 
mit Cholesterin -- Olivenél dieselbe wie bei der Belastung mit Olive: 
allein ist. Als Beispiel wird einer von den Versuchen (Tabelle IL) angefii! 


Tabelle Il. 


10. November 1926. Hund Nr. 2, 10 kg; Operation der Anlegung von Gall; 
blasefistel; der Choledochus zwischen zwei Ligaturen durchgeschnitten, 





- , 
Gallen: Cholesterinmenge 

mee : 
menge der Galle *) Anmerkunger 


ccm mg | mg-Proz 


27. XI. 1926 7h45' bis 9b45’ 8.0 1,2 15.0 Norm, nichterr 


10h morgens wurden per os 5g Cholesterin in 100,0 OL. olivar. eingefiihrt 
10b5' bis 1255’ 10,0 55 | Stiindlich Sccm 
12 5 25 10,0 Galle per os 


Oe '«*ee 9.0 Bd 5. eingetihrt 


o 
Total wahrend 6 Std. 290 
29. XI. 1926 8h bis 10b 9.0 1.08 12,0 Norm, niichterr 


10h morgens wurden per os 100,0 OL olivar. eingefihrt. 


| 10h bis 12h 10,0 1,5 15,0 Stiindlich 5ccm 
12 * 2 10,0 1.56 15.6 Galle per os 
! = 4 9.0 1.35 15.0 | eingefuhrt 


Total wahrend 6 Std. 29,0 4,4] 


*) Bestimmung des Cholesterins nach Bloor, Pelkan und Allen. 


Auch die Cholesterinmenge der Galle pro 24 Stdn. ist bei Belastung 
mit Olivenédl + Cholesterin dieselbe, wie bei Belastung mit Olivenél 
allein. Das exogen eingefiihrte Cholesterin wird also wihrend der Lipo 
cholesterinamie von der Galle nicht ausgeschieden; es mu8 nun der Punkt, 
das Gewebe bestimmt werden, wo das Cholesterin nach seiner Resorption 
fixiert bleibt. Es wurden in dieser Richtung Versuche mit Bestimmung 
von Neutralfett, Cholesterin und Phosphatide in den Venen der inneren 
Organe bei Belastung mit Cholesterin von uns unternommen. Die Methodik, 
sowie die Versuchsanordnung ist dieselbe, wie bei Versuchen von Fett- unc 
Lipoidverteilung in den Venen bei Belastung mit Ol. olivarum bzw. Olein 
siure (vgl. I. Mitteilung). Es wurden drei Versuche ausgefiihrt (Tabelle LI! 
und IV); der dritte nicht angefiihrte Versuch gab ahnliche Ergebnisse wie 
der Versuch in Tabelle IV. 


1) Ausfiihrlich in einer von den nachfolgenden Mitteilungen. 





Tabelle 11. 
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12. April i926. 


Hund Nr. 


BOD 


“ 
7 
st 


Gewicht 7,¢ 


15, 





—_ —_ 


Pratorm . ; 
Um 9b15' 
1 45 
9 


Um 
Um 
Um 2 15 
. femoralis 
. lienalis 
. hepatica 
° porta ° 
.femoralis . 
ripher. Blut 
(Ohr) 

7. Recht. Vorhof 

Chylusgefabe 


T abe lle 


Petrolather- 
fraktion 

Neutralfett 
Freies 

Cholesterin 


Proz. Proz. 


a] 
a 
x 


0.145 0,092 0.053 


0,057 
0,146 
0,060 
0,062 
0.089 
0,089 


0.351 
0,466 
0,320 
O.318 
0,316 
0,321 


0,294 
0,320 
0,260 
0,256 
0,227 
0,232 
0.361 0279 0,082 
gefillt, milchweib. 


IV. 15. Juni 1926. 


Alkohol- 
fraktion 
Gebundenes 
Cholesterin 


Proz. 


a] 
2 
x 


0,211 0,052 


0,097 
0.102 
0,112 
0,103 
0,090 
0,092 


0,304 
0.381 
0,405 
0,334 


0.346 


0.533 0,090 


Hund 


23, 


Lipoider P 
Gesamt- 
cholesterin 
Alkohol 
+ Petrol. 
atherfrakt 


> 
XN 


Proz. mg-Proz. 


0,177 0,105 


wurden per os 4g Cholesterin in 80,0 Ol. olivar. eingefiihrt. 
Morphium subkutan (5cem 2proz. Losung). 

Athernarkose. 
Laparotomie; das Blut ist entnommen aus: 


0,655 
0,847 
0.725 
0,652 


0,154 
0.278 
0.172 
0,165 
0.179 
O18! 


6.5 
G16 


0,195 
0.300 
0,309 
0,228 614 


0,273 0,667 


0,561 0,172 0,894 


Gewicht 10,5 kg. 





Praform . 


Um 
Um 
Um 
Um 
1. A. lienalis . 


2 
2 
2 


Freies 
Cholesterin 


fraktion 
Neutralfett 


“ 
cs) 
a 
3 
. 
= 
~ 
a 


Proz Proz. 


el 
a4 
ic) 
N 


0.158 0,100 0,058 


(0,58) (0,37) (0,21) (1,43) (0,25) (1,48) 
9625’ wurden per os 5g Cholesterin in 100,0 OL. olivar. eingefiilrt. 
subkutan Morphium (10 cem 2 proz. Losung). 

Athernarkose. 
15 Laparotomie; das Blut ist entnommen aus: 


0.169 0.160 0,009 


Alkohol- 
fraktion 
+ Gebundenes 
& Cholesterin 


v 
a 
-) 
_ 
= 
= 


0,369 0.076 


0.186 0.056 


> .Phoss 
&  phatide* 
Lipoider P 
Gesamt- 
cholesterin 
Alkohol 
+ Petrol- 
atherfrakt 


Proz 


= 
3 
S 


mg+Proz. 


0,527 
(2,01) 


0,134 
(0,46) 


8.6 
(30.0) 


0,351 


0.355 


(1.39) 


0.065 
(0,26) 


0,129 63 


(22,8) 


2. V. lienalis . 


. V. hepatica 


(0.73) (0.20) (0.54) 
0.356 0,070 0.345 
(1,21) (0,22) (1,23) 
0.360 0.054 0,396 
(1,24) (0,19) (1,35) 


(0,60) (0,06) 
0.089 0,094 
(0,28) (0,34) 
0,089) 0.080 
(0,31) (0,28) 


(0,66) 
0,183 
(0,62) 
0,169 
(0,59) 


0.539 
(1.83) 
0.529 
(1.83) 


0.164 
(0.56) 
0,134 
(0.47) 


6.49 
(22,8) 
7,4 


.(26.6) 


4. V. porta 


4s 


suprarenal 
6. V. femoralis . 


7. Peripher. Blut 
(Ohr) 

S. Recht. Vorhof 

%. Aorta abdom. 

Die Zablen 


Riickstand (nach 


0,159 
(0.61) 
0,182 
(0,67) 
0,169 
(0,63 ) 
0,192 
(0.70) 
0,242 


0.110 0,049 
(0,41) (0,20) 
0,100 0,082 
(0,36) (0,30) 
0,095 0.074 
(0,33) (0,30) 
0,054 0,138 
(0,18) (0,52) 
0,081 0.161 


(0.87) (0,30) (0.57) (1,53) (0.29) (1,53) 


0.395 0,056 
(1,56) (0,20) 
0,326 0,085 
(1.19) (0.31) 

0.051 

(0,14) 
0.394 0,040 
(1.45) (0,13) 
0,429 0,075 


0.554 
(2,17) 
0.508 
(1.86) 


0.105 
(0.40) 
0,167 
(0.62) 


0,444 
(1.81) 
0,266 
(0,96) 


5, 
(30.0) 

6.8 
(24,0) 


D 
2 
7 | 0178 
(0,65) 
0.236 
(0.86) 


O.DS6 
(2,15) 
0.671 


(2.40) 


0.483 
(1.83) 


0,444 


Dasselbe wie Arteria lienalis 


in Klammern zeigen die Fett- bzw. Lipoidmenge auf 
- Chylusgefabe gefillt, milchweib. 


Bang) berechnet. 
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Die Untersuchungen von Howard Mueller an einem Hunde mit Fist; 
des D.thoracici zeigten, daB gréBenteils das Cholesterin aus dem Dar, 
in D. thoracicus einflieBt; nach Nedzwedski, Mjassnikow und Iljinsky wir: 
ein Teil des Cholesterins aus dem Darm in V. porta resorbiert, jedoch js; 
der Unterschied in dem Cholesteringehalt zwischen der Arteria und V. porta 
bei Nedzwedski (Arteria bis 133 mg-Proz. Cholesterin, V. porta bis 
138 mg-Proz. Cholesterin) und Mjassnikow und Iljinsky (Unterschied 
zwischen V. duodenalis und V. des Ohres = 0,15 bis 0,25 Prom.) so gering. 
daB er sich in den Grenzen des Methode- und Versuchsfehlers befincet 
Unsere Versuche (Tabellen III und IV) zeigen keinen gréBeren Cholesterin.- 
gehalt in der V. porta als in den iibrigen Venen. Was den rechten Vorho/ 
anbetrifft, so ist dessen Cholesteringehalt nicht weniger als in anderen 
Venen in einem Versuch (Tabelle III), und iibertrifft ziemlich viel die 
Cholesterinmenge von anderen Venen in zwei Versuchen (der eine vo. 
denselben Tabelle IV). Diese Tatsache iiberzeugt uns darin, daB der grést. 
Teil von exogen eingefiihrtem Cholesterin aus dem Darm durch D. thoracicus 
in den rechten Vorhof eintrifft. Bei dem Vergleich der Cholesterinmenge 
im rechten Vorhof und in dem arteriellen Blute wurde eine starke Senkung 
des Cholesterins in der Arteria beobachtet, welch letztere ihrerseits cho! 
esterinirmer als die Venen sind. 

Das exogen eingefiihrte Cholesterin bleibt also an den Lungen fixiert: 
das alimentire Cholesterin teilt somit das Schicksal des endogenen Cho! 
esterins (vgl. I. Mitteilung). Es ist dabei zu bemerken, daB nach morpho- 
logischen Untersuchungen von Kawamura und Nakanoin bei exogen 
alimentirer Cholesterinzufuhr beim Hunde eine Cholesterinspeicherung in 
den Epithelzellen der Bronchiolen und beim Hunde und Kaninchen auch 
zahlreiche cholesterinhaltige Zellen im Sputum gefunden wurden. 

Auch Versuche mit intravenéser Cholesterineinfiihrung bestatigen, 
daB das exogene Cholesterin an den Lungen fixiert wird. Bei der Ein- 
fiihrung von kolloidaler Lésung') des Cholesterins in die Vena jugularis 
wird dessen Zunahme in dem arteriellen Blute nicht beobachtet; es wird 
im Gegenteil eine gewisse Abnahme des Cholesteringehalts notiert (Tabelle V ). 


Tabelle V. 


Hund Nr. 29. Gewicht 10 kg. Arteria femoralis (ohne Narkose) separiert. 





Cholesterin in Arteria femoralis 


Frei Gebunden Gesamt 
Proz. Proz. Proz. 


Vor der Injoktion. . ......5. 0,057 0,060 0.117 
Im Moment und sofort nach Ein- 

fihrung in V. jugularis von 5 ccm 

2 proz. kolloidaler Cholesterinlisung 0,051 0,054 0,105 


Unsere Ergebnisse berechtigen uns also zu dem SchluB, da die so- 
genannte exogene alimentdre Cholesterindmie in Wirklichkeit eine endogene, 
lipogenetische darstellt. 


1) Nach Keeser (diese Zeitschr. 154, 321, 1924) vorbereitet: lL0proz. 
Cholesterinalkohollésung wird langsam, tropfenweise zu siedendem Aqua 
dest. hinzugefiigt; der Alkohol wird nachher abgedampft. 
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Die Verteilung von Fett und Lipoiden in den Venen der inneren Organe 
bei Belastung mit Olivenél + Cholesterin ist fast dieselbe wie bei der 
Belastung mit Olivendl allein. Im Vergleich mit dem rechten Vorhof finden 
wir in der Arterie einseitig mit der Abnahme der Seifenmenge [die 
scharfe Abnahme (200 bis 250 Proz.) von Phosphatidfraktion (Phosphatide 

Seifen nach Bang) ist durch die Abnahme der Seifen bedingt, weil de: 
Lipoid-P nicht parallel sinkt] eine parallel verlaufende Zunahme von 
Neutralfett, welche Tatsache dafiir spricht (vgl. I. Mitteilung), daB in den 
Lungen eine teilweise Resynthese des Neutralfettes aus den in den Lungen 
aus D.thoracicus eingegangenen Fettsaiuren (Seifen) stattfindet. Was 
nun den Cholesteringehalt im Venenblut anbetrifft, so enthalt dasselb« 
immer mehr Cholesterin als die Arterie, &hnlich wie in den Versuchen mit 
Einfiihrung von Olivenédl und Oleinséure. 

Zwei Ursachen kénnen die Cholesterinzunahme im Venenblut be 
wirken: entweder Mobilisierung, Ausschwemmung desselben aus den 
Geweben durch das Neutralfett, oder dessen Neubildung, Synthese in 
Geweben. Die Cholesterinzunahme im Venenblut kann jedoch kaum mit 
Jessen Ausschwemmung verbunden werden, insofern als der Cholesteringehalt 
im Venenblut bei verschiedenem Neutralfettgehalt in den Venen fast un- 
verandert bleibt. So z. B., trotzdem der Gehalt von Neutralfett in den Venen 
des Hundes Nr. 15 (Tabelle III) um 150 bis 200 Proz. mehr als in denselben 
des Hundes Nr. 23 (Tabelle IV) ist, befindet sich der Unterschied in 
der Cholesterinmenge in den Venen der beiden Hunde in den Grenzen det 
physiologischen Schwankungen. Andererseits, im Falle einer wirklichen 
Cholesterinauswaschung, wiirden wir die gréBte und bestindigste Zunahme 
des Cholesterins in den Venen, welche vom Hauptdepot desselben Blut 
sammeln, und zwar Gland. suprarenalis und Unterhautgewebe, d. h. in 
Vena suprarenalis und in V. femoralis beobachten; dagegen wird kein 
Uberwiegen des Cholesteringehalts als bestindige Erscheinung im Vergleich 
mit anderen Venen weder in V. femoralis noch in V. suprareaalis bei Be- 
lastung mit Olivenél + Cholesterin bzw. Oleinséiure beobachtet. Die von 
uns angegebenen bestimmten Gegenverhaltnisse zwischen Neutralfett und 
Cholesterin in den Versuchen mit Olivenélbelastung (vgl. I. Mitteilung), 
welche ihren Ausdruck darin finden, daB die Cholesterinzunahme in den 
Venen der Abnahme von Neutralfett in denselben entspricht, was am deut- 
lichsten in der V. hepatica zu sehen ist, sowie Versuche mit Oleinséure- 
hbelastung zeigen, wie von uns in der I. Mitteilung betont worden ist, die 
Méglichkeit von Cholesterinbildung aus Neutralfett durch Fettséuren, 
um so mehr, als die Frage iiber die Méglichkeit der Cholesterinsynthese 
jn dem Tierkérper als positiv gelést betrachtet werden kann. 

Thannhauser und Schaber fanden eine geringe Zunahme (10,7 Proz.) 
des gesamten Cholesteringehalts im Ei wahrend der Entwicklung, was 
aber von anderen Forschern (Mendel und Leavenworth, Ellis und Gardner, 
Beumer) verneint wird. Immerhin scheint schon an diesen Versuchen 
beachtenswert, daB von keinem der Autoren eine Abnahme des Cholesterin- 
gehalts festgestellt werden konnte, also eine Zerstérung des Cholesterins 
wahrend der Entwicklung nicht stattfindet. Neuerdings sind aber einwand- 
freie Beweise dafiir beigebracht worden, daB der Organismus des Menschen 
und der Hunde zu einer Cholesterinsynthese fahig sein mui. Wacker und 
Beck, Gamble und Blackjan, Beumer haben an Kindern, Gardner und Foz, 
Beumer, Thannhauser an Erwachsenen festgestellt, daB die Cholesterin- 
bilanz bei fett- und cholesterinhaltiger Kost negativ ist. Bei der Unter 
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suchung iiber Gegenverhaltnisse zwischen Nahrungscholesterin und ( 
lesteringehalt im Kérper wachsender Tiere haben Dezani und Catarett; a, 
Kaninchen, Sisto an Mausen, Beuwmer und Lehmann an Hunden eine stark, 
Cholesterinzunahme im wachsenden Tierkérper (Beumer und Lehmann vin 
30mal so groB) im Vergleich mit dem zugefiihrten Cholesterin festgest ||; 
Diese Ergebnisse veranlassen Hueck (XX. Tagung der deutschen Path)» 
logischen Gesellschaft) zu dem Schlusse, daB ,,sich wohl an der Tatsac}, 
der Cholesterinsynthese fiir den tierischen Organismus nicht mehr zweifel; 
yabe™. 

Also, ohne die Méglichkeit von Cholesterinzunahme in den V. femorali. 
und suprarenalis auf Kosten deren Auswaschung, Mobilisation aus der 
Depot auszuschlieBen, betonen wir die von uns in der I. Mitteilung aus 
gesprochene Vermutung, da®8 die Cholesterinzunahme in den V. hepatica 
und lienalis bei der Belastung mit Olivenél bzw. Olivenédl + Cholesteri) 
als Folge von Cholesterinbildung in der Milz und Leber aus dem Neutralfet: 
durch Fettséuren betrachtet werden kann. 

Hinsichtlich der Phosphatide bzw. des Lipoid-P kénnen wir, ahnlic! 
wie in den Versuchen mit Oleinséure- und Olivenélbelastung, deren Zu 
nahme in dem Venenblut im Vergleich zu dem arteriellen feststellen; es 
mu8 auch betont werden, daB keine entsprechenden Verhiltnisse zwischen 
Lipoidphosphorzunahme und Phosphatidfraktion vorhanden sind, inden 
die letztere viel mehr als man im Vergleich zur Zunahme des lipoiden P 
erwarten kénnte, zunimmt. Diese Tatsache muB8 scheinbar einerseits mit 
der Zunahme von Phosphatidfraktion auf Kosten von Fettséuren (Seifen), 
die infolge von Verhalten und Zerfallen von Neutralfett in Organen bzw 
Geweben gebildet werden, in Verbindung stehen; andererseits muB auch 
die Méglichkeit der Rekonstruktion der Phosphatidmolekiile im Zusammen 
hang mit dem Vorhandensein von Fettséuren (Wacker und Hueck) voraus- 
gesetzt werden. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Die Einfiihrung des Cholesterins in Olivenél per os hat bei 
Hunden ahnliche quantitative Verinderungen des Blutcholesterins, wie 
die Einfiihrung des Olivendls allein zur Folge. 

2. Die quantitativen Verainderungen von Gallencholesterin bei 
Belastung mit Cholesterin + Olivendél sind dieselben, wie bei der Be- 
lastung mit Olivendél allein. 

3. Das exogen eingefiihrte, sowie auch das endogene Cholesterin 
bleibt hauptsiachlich an den Lungen fixiert. 

4. Die Satze 1, 2, 3 berechtigen zu dem SchluB, daB es bei 
Hunden keine exogene alimentire Cholesterinimie, sondern nur eine 
alimentire lipogenetische endogene Cholesterinimie gibt. 

5. Bei der Belastung mit Cholesterin +- Olivenél wird eine gewisse 
Phosphatid- bzw. Lipoidphosphorzunahme im peripheren Blute, ahnlich 
wie bei der Belastung mit Olivendél allein, beobachtet. 


6. Die Verinderungen von Fett und Lipoiden in den Venen der 
inneren Organe bei Belastung mit Cholesterin + Olivendél sind dieselben, 
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wie bei Belastung mit Olivendl allein, und zwar: Verminderung von 
(holesterin, Phosphatiden und Fettsiuren mit paralleler Zunahme von 
Neutralfett in dem arteriellen Blute im Vergleich zum Blute des rechten 
Vorhofs; dagegen Abnahme von Neutralfett mit paralleler Cholesterin- 
und Phosphatidzunahme in dem Venenblute im Vergleich zu dem 


wteriellen. 

7. Wie auch in der ersten Mitteilung, wird auf die Méglichkeit von 
Cholesterinbildung aus Neutralfett durch Fettsiuren und auf die 
Méglichkeit von Rekonstruktion bzw. Bildung von Phosphatid- 
molekiilen bei dem Durchlauf des Blutes in den Geweben bzw. Organen 
hingewiesen. 
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Studien iiber Fett- und Lipoidstoffwechsel. 


Ill. Mitteilung: 
Uber alimentire Lecithinimie. 


Von 
Samuel Leites (Charkow). 


(Aus dem Laboratorium fiir pathologische Physiologie des Medizinischen 
Instituts zu Charkow, Ukraine.) 


(Eingegangen am 17. Februar 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Seit den Untersuchungen von Bokay und Hasebroek, welche von 
Usuki, Wohlgemuth, Sieber und Schumowa-Simanovska, Clementi 
Brugsch und Masuda, Morita u. a. bestatigt worden sind, ist die Tat 
sache festgestellt, daB das Nahrungslecithin durch den Pankreassaft 
in Fett, Cholin und Glycerinphosphorsaéure gespalten wird, obgleich 
dieselbe von Stassano und Billon verneint wird; jedoch ist die Unter 
suchungsmethodik der letzteren nicht sehr genau, um deren Angaben 
anzuerkennen (Fr. N. Schulz). 

Einige Autoren (Ssowzow, S. Fraenkel) geben zu, daB ein Teil vor 
Lecithinen auch ohne Spaltung in die Lymphe iibergehen kann; es gibt 
jedoch keine direkte Beweise fiir unmittelbaren Ubergang des alimentaire: 
Lecithins in die Lymphe bzw. seine Resynthese in der Darmwand (Eckstein). 

Die Frage iiber das weitere Schicksal der Spaltungsprodukte des 
Lecithins, sowie iiber die Lokalisation seiner Resynthese ist noch ganz 
unaufgeklirt. Die Versuche von Franchini sowie von Morita, welche ge 
zeigt haben, da bei den mit Lecithin gefiitterten Kaninchen der 
Phosphorgehalt in der Leber zunimmt, sprechen fiir eine gewisse Be- 
deutung der letzteren in den Prozessen des Lecithinmetabolismus. Eichholt: 
halt auch die geringe Phosphorzunahme im Blute der mit Lecithin ge 
fiitterten Hiindchen fiir eine Folge von Fixation, Zuriickhalten desge!ben 
in der Leber. Nach Bloor und Eckstein ist die Phosphatidresynthese 
nur nach deren Uhergang ins Blut mdéglich. Babarczy bekam bei lecithin 
reicher Nahrung (Gehirn) beim Menschen keinen eindeutigen Einflu® aut 
den Lecithin-Cholesterinquotient. Diese Untersuchungen lassen jedoch dic 
Frage iiber die Beziehungen zwischen Phosphatiden des Organismu~ 
und Nahrungsphosphatiden offen: Erscheint die Einfiihrung = von 
Nahrungslecithin als eine nétige Bedingung fiir deren Bildung, oder geniizt 
nur das Vorhandensein der in die Zusammensetzung der Lecithinmolekiil+ 
eingehenden Komponenten, unabhingig von deren Eintretungsart mit de1 
Nahrung? Es bleibt, mit anderen Worten, die Frage nach der Spezifitat 
der alimentaren Lecithinamie hinsichtlich des Nahrungslecithins, und das 
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lamit verbundene Problem iiber die exo- oder endogene Entstehung von 
Organismusphosphatiden bzw. -lecithinen ungeldst. 
Die Tatsache, da6B die Einfiihrung von Neutralfett bzw. Neutralfett 
Cholesterin, laut den Untersuchungen von Bloor, Reicher, Wacker und 
Hueck, Iwatsuru und unsere’), die Phosphatidimie zur Folge hat, zeigt, 
ial} die letztere nicht nur durch die Nahrungsphosphatide allein bedingt 
Auf Grund der Ergebnisse tiber die Phosphatidverteilung im arteriellen 
| vendésen Blute haben wir!) diese lipogenetische Phosphatidamie in Ver- 
hindung mit der Fixation von Neutralfett in den Geweben bzw. Organen 
gebracht, und zwar in dem.Sinne, daB die frei werdenden Fettsauren bei 
der méglichen Neutralfettzerlegung in den Geweben zur Bildung der 
Phosphatidmolekiile ausgenutzt werden. 

Es war somit notwendig, die Frage aufzukliren, ob die durch 
Nahrungsphosphatide hervorgerufene alimentaire Phosphatidimie als 
generis, spezifische, der lipogenetischen Phosphatidimie 
verschieden erscheint, oder der Ursprung derselben derjenige wie der 
lipogenetischen ist. In dieser Richtung haben wir Versuche mit Lecithin- 
belastung der Tiere (Hunde) unternommen. 

Methodik: Den Tieren wurde niichtern (nach 18stiindigem Hungern) 
Lecithin der Firma Gehe u. 8S. per os eingefiihrt. Das periphere Blut 
wurde 3, 5, 7 und 24 Stunden nachher auf Neutralfett, freies und ge- 
bundenes Cholesterin, Phosphatide und Lipoidphosphor untersucht. 

Die Bestimmungen wurden nach Bangs Mikromethode, der lipoide 
Phosphor nach Briggs vorgenommen '). 

Im ganzen wurden Versuche mit 
Hunden ausgefiihrt. Die Versuchsergebnisse sind 
gegeben. 


von 


sul 


Lecithinbelastung an fiinf 
in der Tabelle I an- 


sechs 


Tabelle I. 





Petrolather- 
fraktion 
Freies 
Cholesterin 
Alkohol- 
fraktion 
Cholesterin 
~Phoss 
phatide* 
Lipoider P 
CGesamt- 
cholesterin 
Alkohol 
+ Petrol- 
atherfrakt. 


Neutralfett 
Gebundenes 


Proz. mg-Proz. Proz. 


Proz 


_ 
a 
SN 
a] 
a 
) 
x 


Proz. 


Hund Nr.2. Gewicht 8.5 ke. 
0,462 0,130*) 0.315*) 


u.S. per os eingefihrt. 


4.1. 1926. 
0.128 0,088 0.040 


10h2)' morgens 29 ¢ Lecithin Gehe 


Praform. . 0.170*) 0,590 


Um 


Nach 3 Stdn. 


Praform. 
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Nach 3 Stdn. 
2 


0,141 0,101 
5 ; 0.142 0.100 
0.140 0.098 
0,130 0,089 


9. 1. 1926. 


0,139 0,078 
Um 9640’ morgens 
0,144 
0,123 
0.128 


0,052 
0,058 
0,060 


‘ - 
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0,482 0,147 
0,482 0,147 
0,042 0588 0,208 
0.041 0462 0.133 


Hund Nr. 4. 
0,061 0,222 0,046 


0.040 


0,042 


20¢ Lecithin Gehe u.S 
0.210 
0,240 
0.207 


0,092 
0,065 
0,068 


0,230 0,050 
0.323 0.091 
0,297 0,062 


iiber Fett- und 


273 und 300, 


0,327 
0,327 
0,339 
0.336 
Gewicht 9 kg. 
0.210 


per « 


7,44 


0.187 
0.189 
0,245 
0,174 


0,107 


eingefihrt. 


2 
96 
8.00 


‘ 
‘ 


0,142 
0.156 
0,130 


Lipoidstoffwechsel, 
1927. 


0.623 
0.624 
0 S2S 
0.582 


0361 


0,374 
0,426 
0.375 


und 





S. Leites: 





a Freies 

= Cholesterin 
Alkohol- 
fraktion 


Petrolather: 
fraktion 


y . 
& Neutralfett 
N 


Pr 


_ 
2 
5 
a) 
2 
5 


28. X11. 1925. Hund 

Praform. . 0,106 0,052 0,054 
Um 9b50’ 

Nach 3 Stdn. 0,167 
5 0,116 
0,097 
0,106 
25. IT. 1926. 
0.117 0.071 0,046 


0.073 
0.063 
0,045 
0,050 


0,094 
0,053 
0,052 
0.056 


0.317 


0,521 
0,254 


Praform. 


> Gebundenes 
Cholesterin 


a 
XN 


Nr. 5. 

0,254 |0,067 
morgens 20g Lecithin Gehe u.S. per os eingefihrt. 
0,072 
0,272 0,062 
0,094 
0,067 
Hund Nr. 7. 

0,273 |0,058 


| 


»Pbospha- 
tide* 
Lipoider P 
Gesamt 
cholesterin 
atherfrakt 


Proz. 


mf 
x 


mg+Proz. P. 


Gewicht 7200 g. 
0.204 8.0 | 0121 
0,285 8,66 
0.243 8.6 
0,231 8.0 
0,204 8,18 

Gewicht 9 kg. 


0,255 7.0 


0,166 
0,125 
0,146 
0,123 


0,104 


Um 9550’ morgens 20g Lecithin Gehe u.S. per os eingefiihrt. 


0,145 
0,188 
0,196 


0,098 
0,123 
0,083 


0,047 
0,065 
0.113 


Nach 3 Stdn. 
— 
7 


0.376 0,077 
0,306 0,071 
0,485 0.117 


0,124 
0,136 
0,230 


7,73 
7.93 
9.35 


0,521 
0494 


O68] 


0,360 
0,270 
0,417 


*) Die verbaltnismaBig hohen Zahlen von gebundenem Cholesterin und Phosphatiden im 
Blute bei Hunde Nr. 2 sind durch die chronische Einfiihrung von Olivendél (vgl. erste Mit. 


teilung) bedingt. 


Die 


irgebnisse der Tabelle I (zwei unerwihnte Versuche gaben 


ahnliche Ergebnisse) zeigen, daB die Einfiihrung per os von Lecithin 
eine sehr geringe Zunahme von lipoidem P hervorruft; nur in zwei 
Versuchen (Hund 7 und ein in der Tabelle unerwahnter Versuch) stieg 
der Gehalt von Lipoidphosphor um 30 Proz. 7 Stunden nach der Lecithin- 


einfiihrung. 


Die Zunahme der Phosphatidfraktion bei Belastung mit 


Lecithin ist starker (Hunde 5 und 7); jedoch insofern als dieselbe weder 
parallel noch proportional der Zunahme des Lipoidphosphors verliuft, 
muB die letztere als von der Mengen- 


zunahme der in diese Fraktion 


ein- 


gehenden Fettsiuren (Seifen) verursacht 


betrachtet werden. 


Lipoid-P mg %e 
BS F 


wn 


nach Einfiihrung 


Abb. 1. 
Lipoidphosphorblutspiegel beim 
Hunde Nr.5 nach Einfiihrung 
per os 50,0 ol. olivarum ( ) 

und 20g Lecithin (--—-). 


1, 


Abb. 2. 
Lipoidphosphorblutspiege! beim 
Hunde Nr.7 nach Einfiihbrung 
per os 50,0 acidi oleinici ( ) 

und 20g Lecithin (—-—), 
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Wenn wir die Verinderung des Lipoidphosphors bzw. der Phos- 
phatidfraktion bei Belastung mit Olivendél bzw. Oleinsiure mit denselben 
des Lipoidphosphors bei Belastung mit Lecithin (Kurven Abb. 1 und 2) 
zusammenstellen, ist der Zunahmegrad von Lipoidphosphor bei Lecithin- 
cinfiihrung geringer als bei Belastung mit Olivenél und besonders Oleinsdure. 

Die Versuche mit Lecithinbelastung zeigen also die Unmiéglichkeit, 
eine spezifische exogene Nahrungslecithinamie bzw. Phosphatidimie 


hervorzurufen. 

Auffallend ist die bei der Lecithinbelastung auftretende Blutcholesterin- 
zunahme, die (bei verschiedenen Hunden) auf 30—100 Proz. steigt, was 
auch van anderen Autoren (Reicher, Rohl, Stepp, Mc Collum und Halpin, 
Iwatsuru) betont wird. Diese Zunahme von Cholesterin geschieht auf 
Kosten wie des freien, als auch gebundenen. 

Was nun das Neutralfett anbetrifft, so wurde nur in einem Versuch 
dessen geringe Abnahme (Hund 4) festgestellt, dagegen in den iibrigen 


Tabelle II. 
Hund 22, Gewicht 11,2 kg. 
4. Juni 1926: 7 vormittags per os 20,0 g Lecithin Gehe u. S. eingefiihrt. 
30 Minuten vormittags subkutan 10 cem 2 proz. 
Morph. injiziert. 
50 Minuten nachmittags Athernarkose. 
nachmittags Laparotomie; das Blut entnommen aus: 





Petrolather: 
fraktion 
Neutralfett 
Freies 
Cholesterin 
Alk ohols 
fraktion 
ebundenes 
Cholesterin 
Lipoider P 
Gesamt- 
Cholesterin 
Alkohol + 
Petrolather- 
fraktion 


G 
s 
3 
5 
my 
7 
x 


Proz. mg-Proz. 


4 
3 
5 
- 
) 
a 
3 
S 
N 
a] 
s 
3 
5 


Proz. 


= 
s 
—) 
N 


.lienalis . 0.146 0,100 0,046 0411 0,053 0,477 F 0,099 0.557 
(0,53) (0,36) (0.17) (1.5) (0.18) (1.77) (27.9) (0,85) (2,03) 
’. lienalis . 0,194) 0.115 0,077, 0,373 =O 0.561 93 0,077. 0.567 
(0,68) | (0,36) (0.22) (1.31) O (195) (37,0) (0.22) (1.99) 
. hepatica . 0,181 | 0,065, 0,116) 0,427 0,024 0,576 11,6 0,140 0,608 
(0,65) '| (0.25) (0.30). (1.46) (0.08) (1.98) (41.5) (0,48) (2.09) 
0,171, 0120 0,051 0,450 0,021 0,609 8.3 0,072 0,621 
(0,67) | (0,38) (0,29) (1.50) (0,08) (2.13) (31.6) (0.37) (2.17) 
’. femoralis 0,163) 0,070 0.094 0.339 0,015 0471 8.3 0.109 0,508 
(0,59) '(0.25) (0,84) (1.22) (0,05) (1.71) (30.5) (0,39) (1.81) 

- —- 95 - - 

(37.6) 

. Peripher. Blut | 0,166) 0,079 0,087, 0,327. 0,048 0,363 10,0 0.135 0,493 
(Ohr) (0,59)| (0,28) (0,31) ) (1.20) (0,17) (1,85) (38,8) (0,48) (1,79) 
. Rechter Vor- 0,167 | 0,065 0,102. 0,482 0,028 0,648 83 0.130 0.649 
hof (0,59) (0,25) (0,34) (1,62) (0.1) (2,16) (33.6) (045) (2.21) 


. porta 


’, suprarenal. 


Die Chylusgefabe gefillt, milchweib. 
Die Ziffern in Klammern bedeuten die Menge von Fett bzw. Lipoiden auf 
festen Riickstand nach Bang berechnet. 
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eine Zunahme von 13 bis 74 Proz. Es ist dabei zu bemerken, daB Hesse « 
ziemlich starke Fettablagerung bei mit Lecithin chronisch gefiitterte 
Ratten gefunden hat. 

Die Tatsache, daB die Fettsiuren als eines der Produkte von Lecithi; 
spaltung in dem Darme auftreten, kann die Zunahme von Blutcholesteri; 
bei Belastung mit Lecithin als Folge von Resorption der Fettséuren he 
trachtet werden; dies insofern, als wir gezeigt haben'), daB die Belastuny 
mit Fettsiuren zur Cholesterinaimie fiihrt; die Zunahme von Neutralfet: 
findet auch seine Erklarung darin. 


Um das Schicksal des in den Darm eintretenden Lecithins aufzuklaren, 
haben wir Versuche mit Fett- und Lipoiduntersuchungen in den Arterien 
und Venen der inneren Organe ausgefiihrt; die Methodik und Versuchs 
anordnung war dieselbe wie in den Versuchen mit Lipoiden- und Fett 
verteilung bei der Belastung mit Olivenél bzw. Oleinsaure (s. I. Mitteilung). 
Im ganzen wurden zwei Versuche ausgefiihrt, mit ahnlichen Ergebnissen: 
der eine von denselben ist in der Tabelle IT angefiihrt. 


Die Ergebnisse des Versuchs, die in Tabelle II angefiihrt sind, zeigen, 
da8 kein verhaltnismaBiges Uberwiegen von Lipoidphosphor in V. porta 
und rechtem Vorhof zu bemerken ist; es kann in denselben nur eine 
Zunahme von Fettséuren (Seifen) festgestellt werden, deren Anwesenheit 
dureh Phosphatidfraktionssteigerung ausgedriickt ist; die letztere enthalt, 
nach Bang, auBer Phosphatiden auch Seifen; insofern, als der Gehalt von 
Lipoidphosphor in V. porta und rechtem Vorhof der Phosphatidfraktions- 
steigerung nicht proportional ist, mu8 die letztere auf Rechnung der Fett- 
sauren (Seifen) gesetzt werden. Wir kénnen also die Tatsache feststellen., 
daB nicht Lecithin als solches aus dem Darm ins Blut bzw. di 
Lymphe tritt, sondern dessen Spaltungsprodukte, speziell die Fettsiéuren. 


Ahnlich wie in den Versuchen bei Belastung mit Olivenédl, Olivend! 
+ Cholesterin und Oleinséure*) ist der Gehalt an Lipoidphosphor bzw 
Phosphatiden in dem Venenblut gréBer als in dem arteriellen, wobei diese 
Steigerung am stiarksten in den V. hepatica, lienalis und suprarenalis 
ausgepriigt ist. 

Indem die Zunahme von Lipoidphosphor in den V. hepatica unl 
suprarenalis eine bestindige Erscheinung darstellt, finden wir in den 
V. lienalis und femoralis wie eine Lipoidphosphorsteigerung in den einen 
Versuchen (s. Tabellen III und IV der IT. Mitteilung), als auch eine Ab 
nahme in den anderen (s. Tabellen IX und X der I. Mitteilung). Diese 
Tatsache zeigt, daB in der Milz einerseits, in dem Knochenmark und Unte1 
hautgeweben andererseits Prozesse von Phosphatidbildung, sowie deren 
Fixation und Zerfall stattfinden kénnen, so da®B der Gehalt an Lipoid 
phosphor in den V. lienalis und femoralis in jedem gegebenen Moment eine 
algebraische Summe von zwei entgegengesetzten Prozessen darstellt. 
AuBer der Milz und Unterhautgewebe (sowie dem Knochenmark, V. femo- 
ralis) findet Fixation und Zerfall von Phosphatiden und Lecithin auch in 
den Lungen statt, was die Versuche mit Einfiihrung von kolloidaler Lecithin- 
lésung*) in die V. jugularis (Tabelle III) beweisen. 


1) S. 1. Mitteilung. 
2) S. L. und II. Mitteilung. 
3) Nach Keeser, diese Zeitschr. 154, 321, 1924, hergestellt. 
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Tabelle I11. 
Hund 3 (29), Gewicht 10 kg. 
17. September 1926. Die A. femoralis —- ohne Narkose absepariert. 
die V. jugularis sind 10cem von 3,2proz. kolloidaler Lecithinlésung 
u. S.) (0,32 Lecithin, 12,8 mg lipoider P) eingefiihrt worden. 





: p Vor Im Moment — 
Gehbalt in A. femoralis der Injektion der Injektion Nach 5 Min. Nach 20 Min 


Lipoidphosphor . . mg-Proz. 9.0 8,7 9.0 9,1 

Neutralfett. . . . » oP POR 0,028 0,055 0,060 0,028 
Freies Cholesterin ... . 0,053 0,060 0,052 0,090 
Gebundenes Cholesterin 0,013 0,078 0,060 0,048 


Hund 15 (41), Gewicht 11,2 kg. 
27. Dezember 1926. A. femoralis — ohne Narkose absepariert; 10 cem 
von 3,2proz. kolloidaler Lecithinlésung -—- Gehe u. S. — (0,32 Lecithin, 
12,8 mg P) in die V. jugularis eingefiihrt. 





os ; Vor Im Moment wr N aad N 
Gehalt in A. femoralis der Injektion der Injektion Nach 5 Min. Nach 20 Min 


Lipoidphosphor . . mg-Proz. 10.0 9.48 10,0 9.97 

Neutralfett .... . . Proz. 0,082 0,031 0,053 0.076 
Freies Cholesterin . . .) . 0,046 0,046 0,042 
Gebundenes Cholesterin . —. 0,073 0,095 0,073 


Neutralfett und Cholesterin nach Bang, Lipoidphosphor nach Briggs bestimmt. 


Die Tabelle ITI zeigt, daB die Lecithineinfiihrung in die V. jugularis 
keine Steigerung von lipoidem Phosphor in dem arteriellen Blute hervorruft; 
derselbe bleibt also in den Lungen zuriickgehalten. 

Die Zunahme von Neutralfett und Cholesterin (hauptsiachlich von 
Estern) in dem Arterienblut spricht dafiir, daB nicht nur Zuriickhaltung 
von Lecithin in den Lungen stattfindet, sondern auch dessen Zerfall mit 
Bildung von Neutralfett und Cholesterin aus den Zerfallsprodukten (Fett - 
siuren). Diese Tatsache bestatigt noch einmal die von uns in der I. und 
Il. Mitteilung vorausgesetzte liposynthetische Funktion der Lungen und 
die Méglichkeit der Cholesterinbildung aus Fettsiuren. Das Vorhanden- 
sein von Glycerophosphatase in den Lungen ist auch ein Hinweis auf 
die Méglichkeit der Lecithinspaltung in den Lungen (Grosser und Hussler, 
Mueller, Forrai). 

Was die Verteilung von Neutralfett und Cholesterin in dem Blute 
von Arterien und Venen bei der Belastung mit Lecithin anbetrifft, so ist 
dieselbe ahnlich wie bei Einfiihrung von Olivenél bzw. Oleinséiure, und 
zwar in den Arterien Steigerung von Neutralfett mit paralleler Abnahme 
von Cholesterin, in Venen dagegen Abnahme des Neutralfettes mit paralleler 
Cholesterinsteigerung, wobei die letztere in der V. hepatica am starksten 
ausgedriickt ist. 

Bei der Zusammenstellung unserer Ergebnisse kommen wir zu dem 
Schlusse, daB es keine spezifische exogene Lecithinimie gibt; die Koérper- 
lecithine sind von endogenem Ursprung und deren Bildung steht mit dem 
Neutralfettmetabolismus in enger Verbindung, indem die Spaltungsprodukte 
der letzteren —- Fettsauren — an der Bildung der Lecithinmolekiile teilnehmen. 
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In dieser Hinsicht kann man Bloors Meinung beistimmen, der das Fett a). 
eine inaktive Form von Lipoiden, und das Lecithin als erste Etappe {ii 
Fettutilisation betrachtet ; damit stimmen auch die Ergebnisse von Rejc/), 
Leathes, Hueck und Wacker, laut welchen der oxydative Abbau von Fett 
durch Lecithin stattfinden kann. Der Zyklus der Metabolie des Lecithins 
im Organismus wiederholt fast vollkommen denselben von Cholesterin, dey 
wir in der II. Mitteilung betrachtet haben: Lecithin wie auch Cho! 
esterin werden endogen in den Geweben und Organen gebildet, wobei ci: 
Teilnahme der Leber am meisten ausgeprigt ist; diese Bildung von Cho! 
esterin und Lecithin ist an den Metabolismus des Neutralfettes gebunden 
Das Zuriickhalten, sowie anscheinend auch der Zerfall von Lecithin und 
Cholesterin findet hauptsdchlich in den Lungen statt; andere Organe, in 
welchen Zuriickhaltung von Lecithin und Cholesterin stattfinden kann, 
sind die Milz und wahrscheinlich auch das Knochenmark und das subkutar: 
Bindegewebe, die letzteren hauptsachlich hinsichtlich des Lecithins. Der 
Zyklus der Metabolie von Neutralfett, Cholesterin und Lecithin im Kérper 
stellt einen geschlossenen Kreis dar: die Lipodiurese und die Lipoido 
synthese in den Geweben und Organen (hauptsachlich in der Leber) einer 
seits, und die Lipoidodiurese mit paralleler Liposynthese in den Lunue) 
(teils auch in der Milz) andererseits. 


SchluBfolgerungen. 


1. Die Einfiihrung pee os von Lecithin ruft bei den Hunden nach 
5—7—24 Stunden eine geringe Zunahme von lipoidem Phospho: 
bzw. Phosphatiden im Blute hervor, welche die Steigerung von Lipoid. 
phosphor bei Einfiihrung von Olivenél bzw. Olivenél +- Cholesterin 
bzw. Oleinsaéure nicht tibertrifft. 

2. Bei Einfiihrung des Lecithins per os wird kein Uberwiegen von 
Lipoidphosphor weder in V. porta noch im rechten Vorhof im Vergleich 
zu den anderen Venen beobachtet. 

3. Bei Einfiihrung des Lecithins per os erscheint die Verteilung 
von Fett und Lipoiden in dem Arterien- und Venenblute dieselbe, wie 
bei der Belastung mit Olivenél baw. Olivenél + Cholesterin baw. Olein- 
siure. Die Steigerung von Lipoidphosphor ist am deutlichsten in den 
V. hepatica, lienalis und suprarenalis ausgeprigt. Die Einfiihrung von 
Lecithin in V. jugularis ruft nicht dessen Zunahme in dem Arterien- 
blute hervor. 

4. Die Schliisse von 1., 2. und 3. fiihren zu der Annahme von 
Abwesenheit einer spezifischen exogenen alimentaren Phosphatidamie ; 
es gibt nur eine endogene alimentaire lipogenetische Phosphatidaimie. 

5. Die Einfiihrung von Lecithin sowohl per os, als auch intravends 
hat eine Zunahme von Neutralfett und Cholesterin im Blute zur Folge 

6. Die Versuche mit Einfiihrung des Lecithins per os, sowie intra- 
vendés, bestitigen die in den Mitteilungen I und II angefiihrten Annahmen 
iiber die liposynthetische Rolle der Lungen sowie itiber Cholesterin 
bildung aus Neutralfett durch Fettsauren. 
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Beitrige zur Frage der Glykolyse’). 

VII. Mitteilung: 

Uber die Beziehung der Verteilung des Phosphors im Blute zur Glykolyse. 
Von 
P. Rona und Ken Iwasaki. 

(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit, 

Charité, Berlin.) 

(Eingegangen am 1. Marz 1927.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


1. In der vorherigen Mitteilung?) wurde gezeigt, daB die Gesamt 
menge des Phosphors, die sich auBer dem direkt fallbaren anorganischen 
Phosphat in der enteiweibten Blutfliissigkeit befindet, dort in 
Form esterartiger, siurehydrolysierbarer Verbindungen vorhanden ist 
Die nachste Aufgabe war, zu priifen, wie dieser Ester (oder diese Ester 
auf Blutkérperchen und Serum verteilt ist*). 

Zur Klarung dieser Frage sind die Versuche 1 bis 5 bei py 6 und 7 


angestellt worden, die in den Tabellen I bis V niedergelegt sind. 


Tabelle I. 


Pu 7.4. 37°. Hamatokritwert: nach der Blutentnahme 67 Proz. S(erum), 
33 Proz. F(ormelemente); nach 10 Stunden 64 Proz. 8, 36 Proz. F. 





. Irn des 
Serum abe ~ 


Serum g Formelemente g + niertem 
Form: Blut 


v 
- eles (direkt 
mente 


in 67g in 64g inl00g in33y in36g inl00g Proz 


Anore. P sofort 0.0064 — 00,0095 0.0142 0,043 | 0,0206 0,0198 
(als P2035) pach 10Std. — |0,0193 0.0302 — |0,0140!0.0889 0.0333 0.0343 
Gesamt-P sofort 0,0069 00103 0.0645 - 0,195 | 0,0714 0,0722 
(als Py Os) nach 10 Std. 0.0197 0.0308 — 0,05480,152 0.0745 0.0768 
Ester-P sofort 0.0005 — 0.00078 0.0503 0.152 0.0508 0.0524 
(als P205) nach 10 Std. 0,0004 0,00063 — 0,04080,114 | 0,0412 0,0425 


P-Bestimmung nach Embden. 


1) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 

2) Diese Zeitschr. 174, 293, 1926. 

8) Vgl. hierzu P. Iversen, diese Zeitschr. 109, 211, 1920. Vgl. ferne: 
H. Lawaczeck, ,,Uber die Dynamik der Phosphorséure des Blutes“‘, diese 
Zeitschr. 145, 351, 1924. 





‘ye 


Hama 


(no! 


als 


(no! 
Phe 
saure 
{utol 


vert al 


Phos 
sdure 
B—. 
Pat 


(resa 
(nach 
aschur 


P. Rona u. K. Iwasaki: Glykolyse. VIT. 


7,58. 37°. 


Tabelle 


il. 


a) Bestimmung nach Embden, b) Bestimmung nach Lieb. 


Hamatokritwert: sofort nach der Blutentnahme 66 Proz. S(erum), 34 Proz 
F(ormelemente); nach 6 Stunden 65 Proz. 8, 35 Proz. F. 





A sofort 


\norg. P 
le P, Os) nach 
ar 6 Std. 
B 
\norg. P 
Phe sphor- 
suureester 
\utoklaven- 
ert als P, Os) 


sofort 


nach 
6 Std. 


Phe sphor- 

saureester 

B—A (als 
Py Os) 


sofort 


nach 
6 Std. 
Gesamt-P 

nach Ver- 
schung) als 


Py 0; 


St fc rt 


nach 
» Std. 


a 7,58. 37°. 


Im Serum g 
in 66g in 65g 


a) 0.00635 
b) 0.00627 — 


a) 0,0132 
b) 0.01382 


b) 0.0072 


b) 0.0143 


a) 0,001 IRD 
b) 0.000938 me 


a) OOO 
— b) O.0O11 


b) 0.00743 
b) 0.01470 


Tabelle 


In den Formelementen g 


in Mg 


a) 0.0154 
b) 0.0177 


b) 0.0757 


a) 0,0603 
b) 0.0580 


b) 0.0768 


Ill. 


a) Bestimmung nach Embden, b) Bestimmung nach Lieb. 


in 35¢ 


a) 0.0247 


b) 0.0254 


b) 0.0691 


a) 0.0444 
b) 0,0437 


b) 0.0707 


Im defibrinierten 
Blut (direkt) 


Proz 


0.0197 
0.0270 
0.0351 


0,03853 


0,0818 


b) 0.0832 
a) 0.0621 
b) 0.0548 


a) 0.0481 
b) 0.0479 


b) 0.0829 


b) 0.0846 


Hamatokritwert: sofort nach der Blutentnahme 66 Proz. S(erum), 34 Proz. 
F(ormelemente); nach 11 Stunden 60 Proz. 8, 40 Proz. F. 





A x fe rt 


\norg. P 
als Py Os) nach 
B 
\norg. P 
Phosphor- 
saureester 
(utoklaven- 
vertals Py O;) 


sofort 


nach 


Ph sph r- 

saureester 

B—A (als 
P,O;) 


sofort 
nach 


Gesamt-P 
nach Ver- 
aschung) als 
, 
P, Os 


rT fc rt 


nach 


11 Std. 


11 Std. 


11 Std. 


11 Std. 


Im Serum g 
‘ 


in 66g in 60 


a) 0.00635 — 
b) 0.00627 — 
a) 0.0239 


b) 0,0237 


b) 0.0072 


b) 0.0245 


a) 0.00085 
b) 0.00093 


a) 0.0006 
b) 0.0008 


b) 0.00743 


b) 0.0248 


In den Formelementen g_ lim defibrinierten 
Blut (direkt) 


in 34g 


a) 0.0154 
b) O.O177 


b) 0.0757 


a) 0.0608 
b) 0.0580 


in 40g 


a) 0.0218 
b) 0.0286 


b) 0,0572 


a) 0.0854 
b) 0.0286 


b) 0.0768 


b) 0.0582 


Proz. 


a) 0,0197 
b) 0.0270 


a) 0.0488 


b) O.OS18 


b) 0.0846 
a) 0.0548 
b) 0.0621 


a) 0.0413 
b) 0.0246 


b) 0.0829 


b) 0.0865 
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Tabelle IV. 


Pu 6,04. 37°. Bestimmung nach Lieb. Hamatokritwert: sofort nach de; 
Blutentnahme 68 Proz. S(erum), 32 Proz. F(ormelemente); nach 6 Stunde; 
62 Proz. S, 38 Proz. F. 





In Serum g Im In den Formelementen , 


defibrinierten 
in 68 g in 62g Blut (in 100 g) in 32g in 38g 


\ sofort 0.0055 0.0198 0.0143 


Anorg. Pp ; 
(als P,O,) nach 6Std. 0.0188 0,0382 0,0194 


B 
Gesamt-P 
(als PgO;) 

( Autoklaven- 
wert) 


sofort 0.00625 0,0790 0.0728 


nach 6 Std. 0.0231 0.0807 


Phosphor- 
saureester 
B—A 
(als Py O05) 


sofort 0.00074 0.0592 0.0585 


nach 6 Std. 0,0043 0,0425 0.0382 


Tabelle V. 
pu 6,04. Bestimmung nach Lieb. Hamatokritwert: sofort nach der Blut 
entnahme 68 Proz. S(erum), 32 Proz. F(ormelemente); nach 10 Stunden 
60 Proz. S, 40 Proz. F. 





In Serum g Im In den Formelementen 
—— defibrinierten . 
in 68 g in OOg Blut (in 100 g) in 32g in 40g 


A sofort 0.0055 — 0.0198 0.01438 -- 
Anorg. s 
(als Py Os) 

B 
Gesamt-P 
(als Pg Os) 


(Autoklaven- | ah 10Std. 0,0279 —-0,0808 0.0529 
wert) 


nach 1LOStd. 0.0226 0,0422 O,0196 


sofort 0.00625 0.0790 0.0728 


, ——_ 
Phosphor sofort 0.00074 : 0.0592 0.0585 
saureester 


B— i a 
(als P,0;) nach 10 Std. 0.0054 0.0366 0.0315 


Aus diesen Versuchen ist ersichtlich, daB der Phosphorsaureester, den 
wir der Kiirze halber Px nennen wollen (beim Kaninchen), so gut wie 
ausschlieBlich in den Formelementen vorhanden ist; in dem Serum findet 
man (so gut wie) nichts davon. Die Menge des anorganischen Phosphors 
nimmt bei Behandlung des enteiweiBten Serums mit 2 Proz. HCl unter 
Druck kaum zu, wihrend sie sich in den Formelementen bei derselben 
Behandlung auBerordentlich stark vermehrt. Es ist hierfiir gleichgiiltiy 
ob man bei px 6 oder bei pa 7 arbeitet. Hiermit stimmt es auch iiberein 
daB es gleichgiiltig ist, ob man das anorganische Phosphat im Serum 
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nicht in den Blutkérperchen) nach Lieb oder nach Embden bestimmt. 
Dieser Px tritt aus den Blutkérperchen selbst wihrend sechs- bis elf- 
stiindigen Stehens (bei 37°) nicht in das 






‘ . ‘ mgr" 
Serum; nur wenn Hamolyse eintritt, was “| 






bei puS in geringem Grade vorkommt, 






kann ein spurweiser Ubertritt beobachtet 
werden. Ob auBer den roten Blutkérperchen 
wech die weiBen fiir den Ester in Betracht 
kommen, miissen weitere Untersuchungen 








lehren. 





Um zu priifen, wie es mit der Dialysier- 
barkeit dieser esterartigen Phosphorverbin- 
lung steht, wurde enteiweibtes Kaninchen- 
blut (15 cem) in Schleicher-Schiillhiilsen gegen 
3proz. NaCl-Lésung (li cem) 60 Stunden 
lang dialysiert. 











100 g defibrinierten Kaninchenbluts wurden 
ibzentrifugiert, die Formelemente mit 100 cem 



























lestillierten Wassers, 100cem 2proz. Salz- 2 , 
: siure und 100cem 5proz. Sublimats behandelt, _,, | | | 
: ach 20 Stunden abgenutscht, das Filtrat nach al , | 
Einleiten von H,S  neutralisiert, auf etwa i| i a 
“ 30cecem eingeengt, schlieBlich auf 50cem auf- 4) 1] 
gefiillt. 50 cem enteiweiBter Blutfliissigkeit ent- — ut 
Serum orvrelerner te 





sprechen 100g Blut. 






Abb. 1. (Tab. IL) 
Der Verlauf der Dialvse ist aus Tabelle VI 1 = sofort; 2 = nach 6 Stunden 
nichtlicl . anorg. P dirckt fallbar; ; 
ersichthich. ' GB anorg. Pn. Autoklavisierung 






Tabelle VI. 














Anorg. P als Gesamt-P als 








D P, Os. Proz. nach 2U5. Pr 
auer he ;° "re b 
— Embden B*) Proz. nach Lieb |. | pe) ; 
. A 7 
Dialyse A B ( D E | } 
inren auBen innen auben innen | auben 








































0430 0284 0,645 
0.364 0345 0.95 





0.500 | 0.351 O.851 
0,432 | OAll 0,543 
*) A+ B 01367 bzw. 0,1336 Proz. P,O;; direkt gefunden 0,140 Proz. P, Os. **) Direkt 
gefunden 0,874. 


20h 00700 
Il 60 0.0678 


0.0667 
0.0658 


0.953 
0.971 







Es zeigt sich, daB die esterartige Verbindung Px wohl dialysabel, 
aber auBerordentlich langsam dialysabel ist. Wahrend die Dialyse des 
anorganischen Phosphats nach 20 Stunden beendet ist, sind bei Px 
nur 65 Proz. dialysiert; erst nach 60 Stunden ist die Konzentration 
innen und auBen gleich. Noch langsamer verlief die Dialyse bei 
\nwendung der haimolysierten roten Blutkérperchen von Kaninchen. 
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Da waren nach 2 Tagen nur eiwa 15 Proz. von Px in die AuBenlésung 
getreten. Dies spricht gegen die Auffassung, daB wir es hier mit einer 
niedrig molekularen Verbindung zu tun haben. 

2. Die folgenden Versuche priiften das Verhalten der Spaltung 
des Px in ihrer Abhangigkeit von der Menge des im System vorhandenen 
Traubenzuckers. Es zeigte sich, dab die Bildung des direkt fallbaren 
anorganischen Phosphors durch die fermentative Spaltung sehr deutlich 
von der gegenwartigen Zuckermenge abhangt: wird diese vermehrt 
so wird die Spaltung gehemmt, d. h. das Gleichgewicht Phosphorsiure. 
ester == Phosphorsaure -+ Alkohol (Kohlehydrat) nach der Richtung 
der Syuthess verschoben. Bei diesen Versuchen wurden die Blut- 
kérperchen vom Serum sorgfiltig befreit, mit Ringerlésung in dem in 
den Versuchen angegebenen Verhialtnis vermischt, und in Reihen- 
versuchen die Zunahme des direkt fallbaren anorganischen Phosphors 
nach mehrstiindiger Autolyse bei 37° ohne und mit Zuckerzusatz bei 
den angegebenen H-Konzentrationen festgestellt. Wenn nicht anders 
angegeben, wurde der Phosphor immer nach Embden bestimmt. 


Tabelle VII. 


Kaninchenblut. 





Sechnncednetiiats P.O 1 100 
der Formelemente + 205 g in 100g 
Ringeriésuny in Pros. 


sofort nach 7 Std. Anorg.P | Gesamt-? 


Suspension 


ohne 0,034 0,0325 7,46 sofort 0.0149 0.0678 
Trauben- 0,034 0,0325 a 0.0473 0,0678 
zuckerzusatz 0,0325 0.031 0,0474 0.0674 

0,091 0,031 0.0371 | 0,0674 
0.0336 | 0,0674 
0.0332 | 0.0665 


a. 


nach 7 Std. 


| mit Trauben- 0.238 0130 
| zuckerzusatz 0.795 0.690 


Der erste orientierende Versuch (vgl. Tabelle VII) zeigt, daB die 
Blutkérperchensuspension eine Restreduktion (bestimmt nach Hagedorn. 
Jensen) von 0,034 Proz. (auf Traubenzucker berechnet) aufweist, die 
auch nach 7 Stunden (bei 37° und px 7,4) von der Glykolyse unberiihrt 
bleibt. Der anorganische Phosphor stieg von 0,0149 g in 100-g-Sus- 
pension in 7 Stunden auf 0,0473g, also um 217 Proz. Fiigte man 
Traubenzucker zu 0,091 bzw. zu 0,238 und 0,795 Proz. zu, so betrug 
die Zunahme des anorganischen P unter denselben Bedingungen nur 
150 bzw. 125 Proz. In Versuch (Tabelle VIII) stieg der anorganische P 
von 0,050 g P,O; in 100 g Formelementen nach fiinfstiindiger Autolyse 
(bei 37° und px 7,4) auf 0,085 g P,O,, also um 70 Proz.; nach Zusatz 
von Traubenzucker zu 0,167 bzw. 0,675 und 1,67 Proz. (auf die Form- 
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Tabelle VIII. 


37°, Hamatokritwert: 33 Proz. Formelemente, 67 Proz. Ringerlésung. 





Traubenzucker- P,O 100 
menge g in 100g dads Hm . 


Formelementen Pu Formelementen 


Phosphor: 


nach r 
sofort Anorg. P Gesamt-P ehuseester 


5 Std. 
0.0506 0.1662 0.1156 
0.0858 0.1650  0,0792 
0.0860 0.1650 0.0790 
0.0855 01650 0,0795 
0,0630 0.1652 0.1020 
0.0591 0.1652 0.1061 
0.0591 0.1650 0.1061 


0.076 

0.061 0.061 
0.073 0,076 
0.076 0,067 
0.167 0.082 
0,675 0,521 
zuckerzusatz 1.670 | 1.530 


’! mit Trauben- 


“1811 > ~)s) 1 


7 I 


* Zusatz von Essigsaure. 


Tabelle IX. 


Zusammensetzung: In allen Versuchen 9,0 ccm ,,Blutkérperchenfliissigkeit“* 
bestehend aus Blutkérperchen aus 100g Blut + 20cem Ringerlésung). 
In 5 bis 8 Zuckerzusatz (in 5 0,3 cem, in 6 und 7 0,7 ccm etwa 5proz., in 8 
l,scem etwa 20proz. Traubenzuckerlésung). In 9 bis 12 Serumzusatz 
20cem. Ferner in den Versuchen 4, 7, 10 und 12 je 0,6 cem n Essigsaure. 
Jeder Versuch wird mit Ringer auf 30 ccm aufgefiillt (,,Blutkérperchen- 
suspension‘). Hamatokritwert: 24 Proz. Formelemente, 76 Proz. Ringer- 
lésung. 





Traubenzucker 
g in 100g P, Os g in 100g 
~Blutkorperchens Formelementen 
suspension” 


uae Gesamt-P. 

ac Autos | Phosphor- 

sofort | 5 Std. Anorg. P iver pe sr 
bei 37° wert) 


—- a sofort 0.0595 0177 0.1175 
0.014 0,012 a7 0.1007 | 0.177 = 00,0766 
0.016 0,014 2 0.1024 | 0.177 0.0755 

0,016 0,014 0.1000 0,181 0,0812 

mit 0,063 0,014 0,0754 0,176 0,1000 
Trauben- 0,128 0,074 0,0733 , 0179 0,1075 
zucker- 0,129 0.131 0,0925 0,179 Of 875 
zusatz 0,817 —- 0,0695 O177 0,1076 

; 0.131 0,076 0,0633 0,177 0,0858 

, mut 0.129 0.131 0.0965 0.183 0,0650 

Serum- 0.135 0.080 0,0662 | 0,178 06,1118 

es L090 AD), Vo0'"N se ’ 

zusatz wa 0.128 0,0937 0,182 | 0,0650 


nach 5 Stunden 





* Essigsaurezusatz. 
** Serum: Traubenzuckergehalt 0,167 Proz., Anorg. P: 0,0101 Proz., Gesamt-P: 0,011 Proz. 


elemente berechnet) stieg der anorganische P-Wert nur um 26 bzw. 
18 Proz. Auch hier blieb die in den gewaschenen Blutkérperchen vor- 
handene Restreduktion von der Glykolyse verschont. Bemerkenswert 


91% 








324 P. Rona u. K. Iwasaki: 


ist in diesem, wie in allen anderen Versuchen der auBerordentlich 
konstante Wert an Gesamt-P in den Blutkérperchen, der in einem wn 
demselben Versuch kaum um einige Prozente schwankt und im al! 
gemeinen 0,17 bis 0,18 Proz. betragt. 


Im Versuch 3 (vgl. Tabelle [X) ist das Verhalten des Traubenzucker. 
zusatzes in Ringer mit dem eines Zuckerzusatzes in Serum verglichen 
Ein Unterschied ist nicht wahrzunehmen: das Serum verhilt sich in 
bezug auf den Phosphatumsatz wie eine Traubenzuckerlésung. Der 
urspriingliche Wert an anorganischem Phosphat stieg nach 5 Stunden 
(bei 37° und py 7 bzw. pu 6) um etwa 70 Proz., bei Zusatz von Trauben. 
zucker von etwa 0,130 Proz. nur um 23 baw. 6 Proz. Aber bemerkens. 
werterweise nur bei py 7; bei pa 6 ist kaum ein Unterschied gegen die 
Versuche ohne Zuckerzusatz zu verzeichnen. Die Verschiebung des 
Gleichgewichts ist also an einen bestimmten pg gebunden. 


Tabelle X. 


Zusammensetzung: Je 10 cem ,,Blutkérperchenfliissigkeit** (vgl. Tabelle LV). 
Dann Zusatz von je 1,5 cem Lésung in 4 und 5 von Glucose (Endkonzen- 
tration 0,125 Proz.); in 6 und 7 von Lavulose (Endkonzentration 0,125 Proz.); 
in 8 und 9 von Galaktose (Endkonzentration 0,125 Proz.); von 10 und 1} 
Lactose (Endkonzentration 0,25 Proz.); in 12 und 13 von Maltose (End 
konzentration 0,25 Proz.); von 14 und 15 Saccharose (Endkonzentration 
0,25 Proz.); in 16 und 17 von Glycerin (Endkonzentration 0,33 Proz.), 


In den Versuchen 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 wurden 0,4 cem n Essigsaure 


zugefiigt. Alle Versuche wurden mit Ringerlésung auf 12 cem aufgefiillt. 
Hamatokritwert: 34 Proz. Formelemente, 66 Proz. Ringerlésung. 37°. 





P, Os g in 100g Formelementen 

| Gesamt-P |. | 

Anorgan.P (Autoklavens 
wert) 


Phosphorsaure- 
ester 


l sofort 0.0465 0.1708 0.1127 
2 0.1070 0,1704 0.0634 
3* 0,0780 0,1730 0.0950 
4 | ~~ 0,0742 0.1681 0,0939 
y ee eeae 0.0742 0.1718 0,0976 
6). T= 0,0732 0,1662 0,0930 
gill 0,0769 0.1718 0.0949 
0,0942 0.1685 0,0743 
0,0765 0.1700 0.0935 
0.1082 0.1718 0.0636 
0,0769 0.1718 0,0949 
0,1080 0,1718 0,0638 


8 
of + Galaktose 


10 | 
11*} 
12 | +. Maltose 
19°; *°* 5, 0.0818 0.1718 0,0900 
14 | + Saccha- 0,1114 0,1698 0,0584 
15*| rose 5, 0,0778 0.1605 0.0827 


+ Laktose 


nach 5 Stunden 


16 \ 4. Giyceri 0,1104 0.1687 0,0583 
17* peyoormm 5, 0.0795 0,1718 0,0923 





* Essigsdurezusatz 
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3. Ehe die Rolle der Wasserstoffionenkonzentration auf den 
Vorgang der Esterspaltung und -synthese einer genauen Priifung 
unterzogen wurde, muBte untersucht werden, wie andere Zuckerarten 
die Phosphatasewirkung beeinflussen. Die folgenden drei Versuchs- 
reihen zeigen, daB nur Glucose, Fructose und Mannose, dann in geringem 
Grade auch Galaktose das Gleichgewicht nach der Richtung der Synthese 
verschieben ; alle die untersuchten Disaccharide, ferner Glycerin waren 
ohne, milchsaures Natrium und brenztraubensaures Natrium fast ohne 
Wirkung. Die Zunahme des anorganischen Phosphats betrug im Ver- 
such 3 (Tabelle X) nach fiinfstiindiger Autolyse (bei 37° und px 7) etwa 
130 Proz., gleich ob ohne oder mit Zusatz der letztgenannten Verbin- 
dungen, wihrend bei Glucose und Lévulosezusatz diese nur etwa 


Tabelle XI. 


Zusammensetzung: Je 12ccm_ ,,Blutkérperchen-Ringerlésung“ (vgl. Ta- 
belle IV). Hierzu Zusatz von je 1,5 cem Lésung von in 4 und 5 d-Glucose 
(Endkonzentration 0,15 Proz.); in 6 und 7 d-Lavulose (Endkonzentration 
0,15 Proz.); in 8 und 9 d-Galaktose (Endkonzentration 0,15 Proz.); in 10 
und 11 Saecharose (Endkonzentration 0,3 Proz.); in 12 und 13 Lactose 
(Endkonzentration 0,3 Proz.):; in 14 und 15 Maltose (Endkonzentration 
0,3 Proz.); in 16 und 17 brenztraubensaures Natrium (Endkongentration 
0,15 Proz.);in 18 und 19 milchsaures Natrium (Endkonzentration 0,15 Proz.). 
In den Versuchen 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 je 0,25 cem n Essigséure. Alle 
Versuche werden mit Ringerlésung auf 15 ccm aufgefiillt. Hamatokritwert 
der ,, Blutkérperchensuspension“ : 30 Proz.Formelemente, 70 Proz.Lésung. 37°. 





P.O, g in 100 g Formelementen 
Gesamt-P 
Anorgan.P (Autoklavens Phosphorsaure- 

wert) ester 


eg 


sofort 0,0627 0,1843 0,1216 
0.1180 0.1850 0.0670 
0.1147 0.1853 0.0706 
0.0797 0.1857 0.1060 
0.1160 0.1877 0.0717 
0.0807 0.1843 0.1036 
0,1147 0,1870 0,0728 
0.1020 0.1823 0.0803 
0.1153 0.1853 0.0700 
0,1167 0.1843 0,0676 
0.1150 0.1843 0.0693 
0.1173 0.1853 0.0680 
0.1140 0.1870 0.0730 
01173 0.1857 0,0684 
0.1147 0.1870 0.0723 
0.1053 0.1857 0,0804 
0.1137 0.1877 0.0743 
0.1023 0.1870 0.0847 
0.1143 0.1878 0.0735 


* 


nore 


- 


5 | Zusatz von d-Glucose 


6 
7*| 


* 


Zusatz von d-Lavyulose 


5 | Zusatz von 
g* | d-Galaktose 
10 |, . 
11°] Zusatz von Saccharose 
2), 
13+ Zusatz von Laktose 
14 

15*| 
16 | Zusatz v.brenztrauben- 
17*| saurem Na 2,25 eem 
18} Zusatz von milch- 

19*{ saurem Na 2,25 cem 


Stunden 


nach 


Nee RIO ee & lm io 


Zusatz von Maltose 


SANDMAN ANN DAID AID 15D) 5) 


i hom hoe 





- 


* Zusatz von Essigsaure. 
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Abb. 2 (zu Tabelle XI). 


1. Kontrolle ohne Zuckerzusatz. 2. Zusatz von 

Glucose, 3. von Liavulose, 4. von Galaktose, 

5. von Saccharose, 6. von Lactose, 7. vor Maltose, 

8. von brenztraubensaurem Natrium, 9. von milch- 
saurem Natrium. 


Tabelle XII. 


Die Formelemente aus 100 g defibriniertem Kaninchenblut werden zweima! 
mit Ringerlésung gewaschen, schlieBlich mit Ringer auf 100 ccm aufgefiillt. 
Hamatokritwert: Formelemente 31 Proz., Ringer 69 Proz. Zu jeder Probe 
10 cem Blutkérperchenmischung. Zu den Proben 3, 5 und 7 je 1 cem n/5 
Dauer 2 Stunden. 


Essigsiure. 37°. 
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Abb. 3.(zu Tabelle XIH). 


Anta 








P, Os g in 100 g Formelementen 


Pu 


Gesamt-P 


Anorgan. P (Autoklaven. | Phosphorsaure- 
wert) ester 
i! 
1 | Anfangswert |}  0,0290 0,197 0.1680 
2 |] 7,20 0,0452 0,195 0,1498 
3 6,28 3 0,0468 0,197 0,1502 
- R - » _ 
4 |) je 1,0 cem 7,20 ay 0,0278 0,195 0,1672 
5 | 1 proz. Mannose 6,28 <4 0.0452 0.197 0.1518 
rs 
6) je 1,0 cem 7,20 5 0,0286 0,197 0.1684 
7 | 1 proz. Glucose 6,28 0,0474 0,198 0,1506 
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‘abelle XIII. 


Zusammensetzung: Je 10ccm_ ,,Blutkérperchen-Ringerlésung“ (vgl. Ta- 
belle IV). Dazu in den Versuchen 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 je 1 eem 2proz. 
d-Glucose, im Versuch 18 brenztraubensaures Na (5proz., 2,6 cem), im 
Versuch 19 milchsaures Natrium (5proz., 2,6 cem); ferner in 2 und 3 je 
2cem n/2 NaHCoO,; in 6 und 7 0,10 cem, in 8 und 9 0,15 cem, in 10 und 11 
0,20 cem, in 12 und 13 0,25 cem, in 14 und 15 0,30 cem, in 16 und 17 0,35 eem 
n Essigsiure. Alle Versuche werden mit Ringerlésung auf 13 ccm aufgefiillt. 
Haimatokritwert: 33 Proz. Formelemente, 67 Proz. Ringerlésung. 37°. 





P, Os g in 100 g Formelementen 

4, ~ Gesamt-P | 

Anorgan. P | (Autos | Phosphors 
nach klavenwert)| saureester 
Embden | nach Lieb 


Zunahme 
des anorg 
® Phosphors 


> 
3 


sofort 0,0282 0,1840 0.1558 

7 0,0643 0,1840 | 0,1197 

+. Glucose 0,0249 0.1850 0.1601 
: 0.0570 0.1830 0.1261 

0,0287 0,1846 0.1559 
0,0579 0.1830 0.1251 
0,0556 0,1848 0,1292 
0,0599 0.1850 0.1251 
0,0563 0.1862 0.1299 
0.0615 0.1875 0.1260 
0,0563 0.1875 | 0.1312 
0.0595 0.1900 0.1305 
0,0578 0.1890 0.1312 
0.0605 0.1900 0.1295 
0,0577 0,1882 0.1305 
0,0618 0.1882 0,1264 
0,0565 0.1890 0.1325 


i 
— DO 
to 


£ 
S 
5 
va 
n 








68 661 6H $98 580 Sap 
fin u8 der -Kenzerrtration LI 
| Anfangswert aes anorg P und des Gesamt-P 
Abb. 4 (zu Tabelle XIII) 
Zunahme des anorg. P ohne Zuckerzusatz. 
- e 2. P mit . 
a ~ Gesamt-P nach 2 Stunden bei 37' 
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Tabelle XIV. 
Zusammensetzung: Je 10 com Blutkérperchen-Ringerlésung. Vom Versuci: 3 
an Zusatz aufsteigender Mengen n/5 Essigsiure (von 0,375 bis 1,75 cc: 
Alle Versuche mit Ringer auf 15 cem aufgefiillt. 2 Stunden bei 37 
Hamatokritwert: 28 Proz. Formelemente, 72 Proz. Ringerlésung. 





P, Os g in 100 g Formelementen 


" G : tsP 
Anorgan. P Pm all Phosphorsaur 
nach Embden — wert) nach Lieb ester 


Anfangswert 0,0236 0,211 0.1874 
0.0490 0,209 0.1600 
Zusatz von Glucose 0,0261 0,211 0.1849 
0,0497 0,209 0.1593 
0.0361 0,210 0.1739 
0,0503 0,211 0.1607 
0.0447 0.210 0.1653 
0,0503 0,212 0.1612 
0.0496 0,214 0.1644 
0,0525 0,212 0.1595 
0.0517 0,214 0.1623 
0,0517 0,214 0.1623 
0,0521 0,212 0,1599 
0,0517 0,214 0.1635 
0.0525 0,216 0.1623 
0.0514 0,216 0.1646 
0,0517 0,216 0.1643 


nach 2 Stunden 
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Abb. 5 (zu Tabelle XIV). 
Zuwachs an anorg. P nach 2 Stunden bei 37°. 


60 Proz., bei Galaktose 100 Proz. betraigt. Der Vergleich der Wirkung 
bei einem pqa7 und bei einem niedrigeren ist in Versuch 5 nicht gut 
verwertbar, da bei py 5 die Phosphatase schon stark geschadigt wird 
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Klarer liegen die Verhaltnisse im Versuch, der in Tabelle X1 wiedor- 
gegeben ist. Auch hier ist die Ubereinstimmung in der Wirkung von 
Glucose und Fructose vorhanden, wahrend alle die anderen Zucker- 
arten, wie auch Milchséure und Brenztraubensiure unwirksam waren. 
Bei diesen, wie auch im Versuch ohne Kohlehydratzusatz war die 
fermentative Zunahme des anorganischen P (bei 37° und px 7 und 6) 
etwa 90 Proz., in den Versuchen mit Glucose und Fructose nur 25 Proz.; 
dies ist aber nur der Fall bei py 7; bei pax 6,4 war kein Unterschied, 
ob man Glucose oder Fructose zugefiigt hat oder nicht. Die Wirkung 
der Mannose, die mit der der Glucose iibereinstimmt, zeigt Versuch 
Tabelle X If. 


Tabelle XIVa. 


Zusammensetzung: Je 10cem Blutkérperchen-Ringersuspension. Zusatz 

von d-Glucose 1,0 cem (2proz. Lésung, Endkonzentration 0,15 Proz.). Bei 

py 8 Zusatz von 2 cem n/2 NaHCO,; bei py 6 Zusatz von 0,25 ccm n Essig- 

siure. Alle Versuche mit Ringer auf 13 ccm aufgefiillt. Hamatokritwert: 
34 Proz. Formelemente, 66 Proz. Ringerlésung. 





P,O; g in 100 g Formelementen 
| Gesamt-P 
Anorgan. P (Autoklavens | Phosphorsaure- 
nach Embden | wert) ester 
| mach Lieb 


Anfam@ewert ........ a 0,0204 0,207 0,1829 


0.0850 0.208 0.1730 


mit Glucose 0,0221 0,207 0.1849 


0,0253 0,207 0,1817 


mit Glucose 0,0236 0,209 0,1854 

0,0350 0,212 0.1770 

t Glucose 0,0238 0,208 y 0.1842 

0,0664 \2 0.1146 

mit Glucose 0,0229 21; 0,1891 

2 Std. 0,0660 200 0.1430 
bei 37° mit Glucose 0.0350 2 0.1730 
0.0591 2 0.1519 

mit Glucose 0.0600 21% 0.1520 

0,0755 216 0.1405 

mit Glucose 0.0526 21 0.1624 

2 Std. 0.0708 21: 0.1422 
bei 50° mit Glucose 0.0567 ‘ 0.1573 
0.0670 2 0.1470 


mit Glucose 0.0667 _ 
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4. Die obigen Versuche deuten an, daB die Verschiebung des 
Gleichgewichts in der Richtung der Synthese nur bei alkalischer Re. 
aktion zu beobachten ist; schon bei py 6,4 war sie nicht mehr 
vorhanden. Genauere Aufklirung hieriiber geben die Versuche mit 
den entsprechenden Tabellen XIII und XIV. In diesen wurde der 
Zusatz gleicher Mengen Glucose unter sonst gleichen Bedingungen 
bei variiertem px von 7,75 baw. 7,42 bis 5,44 baw. 5,29 gepriift. 
Wie man sieht, ist der py-Bereich der Gleichgewichtsverschiebung 
sehr eng: bei pq 6,46 ist es vollkommen gleich, bei py 6,9 fast 
gleich, ob ein Glucosezusatz erfolgt war oder nicht, wahrend bei 
pu 7,30 die Spaltung nach Zuckerzusatz vollkommen (im Versuch 20 
so gut wie vollkommen) aufgehoben ist !). Uber ahnliche Beobachtungen 
von Verschiebungen der Gleichgewichtslage bei verschiedenem p, 
berichten auch Euler und Josephson?). 

Uber den Einflu8 der Temperatur gibt Tabelle X1Va Aufschlub 

Hierzu ist zu bemerken, daB bei 50° bereits eine allmahliche Himolyse 
eintritt und die staérkere Esterspaltung (beim Zuckerversuch) im Ver. 
gleich mit der Spaltung bei 37° zum Teil auf die Himolyse zuriick- 
zufiihren ist. Will man die Temperaturwirkung bei 37° und bei 5° 
miteinander vergleichen, so mu8 man mit hamolysiertem Blute arbeiten 
wie dies in Tabelle XI1Vb geschildert ist. Bei 0° ist die Phosphatase- 
wirkung nur sehr gering. 

Tabelle XIV b. 


Zusammensetzung: Je 10ccm Blutkérperchen-Ringersuspension, dann 

Zusatz von 15 ccm destillierten Wassers. In allen Versuchen Hamolyse 

Versuchsdauer in 1 und 3 30 Minuten, in 2 und 4 60 Minuten. Hamatokrit- 

wert in der urspriinglichen Suspension: 37 Proz. Formelemente, 63 Proz. 
Ringerlésung. 





P.O; g in 100 g Formelementen 


Gesamt-P 
Anorg. P (Autoklavenwert) Phosphorsaure- 
(nach Embden) nach Lieb ester 


Anfangswert .. . 0,0291 0,166 0.1450 
0,0375 0,169 0,1315 
0,0426 0,172 0,1294 
0,0376 0,170 0,1324 
0,0548 0,169 0.1142 


37° 
50° 
Die Spaltung von Px war demnach (im hiamolysierten Blute) 


bei 50° etwas gréBer als bei 37°. 


1) In Ubereinstimmung mit der Angabe von M. Martland, Biochem. 
Journ. 19, 117, 1925. 

2) H.v. Euler und K. Josephson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 136, 30 
[42], 1924; vgl. jedoch auch R. Kuhn, ebendaselbst 125, 28, 1923. 
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Tabelle XV. 


Zusammensetzung: Je 10 cem Blutkérperchen- - 
Ringerlésung. Bei pg 9 Zusatz von 1,5 cem 
Carbonat/Bicarbonatpuffer (*#/, mol.; 7: 3). Bei 
Glucosezusatz: Zusatz von je 1,0 ccm 2proz. 
Glucoselésung. Alle Versuche mit Ringer auf 
15,0 cem aufgefiillt. 1 Stunde 45 Minuten bei 
7°. Hamatokritwert: Formelemente 28 Proz., 
Ringerlésung 72 Proz. 


‘ucKerzusat? 


2. 


4 


anne Zucherzusare 





onre 


P,Os5 g in 100g Form: 
elementen 


Ans | Gesamt-P Phos. 
organ.P; (Autos phor- 
nach |klavenwert) saure- 
Embden |\nachEmbden ester 














~ Oanit Zuckerzusatz 


Anfangswert . . . . . 06,0323 0,198 (0,1657 
Dy 7,30 ' 0,9501' 0,198 | 0,1479 
Pq 7,30 |Zusatz v. Glucose 0,0318 0,198  0,1672 


Py 9,00 0.0486 0199 0.1504 2,9 





mit Zuker zusatz 


py 9.05 Zusatz vy. Glucose 0,0233) 0,200 | 0,1762 Abb. 6 (zu Tabelle XV) 


Tabelle XVI. 


Zusammensetzung: Je 10 cem Blutkérperchen-Ringerlésung. In den Ver- 

suchen mit py 8,95 Zusatz von 1,5cem Carbonat/Bicarbonatpuffer (*#/, mol. ; 

7: 3), in Versuchen mit pq 9,65 von Carbonat/Bicarbonatpuffer 3:7. Bei 

Glucosezuastz: Zusatz von je 1,0 ccm 2proz. Glucoselésung. Alle Versuche 

mit Ringer auf 15,0 ccm aufgefiillt. Versuche 1, 3, 5, 7, 9, 11 30 Minuten, 

die anderen 90 Minuten bei 37°. Hamatokritwert: Formelemente 32,5 Proz., 
Ringer 67,5 Proz. 





Anorganisches P (als P2Os) nach Embden in 100g Formelementen 


2 3 4 5 6 7 8 u 10 ll 


Pu 74 Pu 8,95 Pu 965 
Zusatz Zusatz Zusatz Zusatz Zusatz Zusat 
von von von von von von 


Glu. Glu Glu: Glu. Glu: Glu 
cose cose cose cose cose cose 


0.0255 0.0321 0.0455 0.0207 0,0250 0.0351 0.0492 0.0197 0,0224 0,0343 0.0381 0,0270 0,0321 


Betrachtet man die alkalische Seite, so sieht man aus den Ver- 
suchen (Tabelle XV und XVI), daB die Synthese nach Zuckerzusatz 
bei pu 8 bis 9 starker ist als bei pg 7, ohne Zuckerzusatz ist aber auch 
die fermentative Spaltung gréBer als bei pq 7. Der Befund in der vor- 
herigen Mitteilung, das Optimum der Phosphatase liege bei py 6, war 
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Tabelle XVII. nimm 


Zusammensetzung: Je 9,0ccm Blutkérperchen-Ringersuspension. Bei py 7,7 ist ab 


Zusatz von 1,5 cem */, mol. NaHCO,. Bei pg 6,0 Zusatz von 1,5 cem n/5 
Essigsiure. Bei Glucosezusatz: Zusatz von 1,0 cem 3proz. Glucose. Hiima 
tokritwert: 37,5 Proz. Formelemente, 62,5 Proz. Ringerlésung. 





P.O; g in 100g Formelementen 
| Gesamt-P 
Anorgan. P= (Autoklavens Phosphors Semeskunge 
(nach Embden) wert) saureester 
nach Lieb 


Anfangswert .. . _9,0886 0,195 0.1564 


0,0472 0,195 0,1478 Nach 45’ unterbrochen 


0,0584 0,195 0.1366 Nach 90’ unterbrochen 


Zusatz ve 0,0301 Nach 45’ unterbrochen 
Glucose 


Zusatz v , 
4 a =v 0,0324 Nach 90’ unterbrochen 
Glucose 


Zusatz wee 0.0493 . Nach 45’ unterbrochen 
Glucose 


Zusatz _— 0,0552 Nach 90’ unterbrochen 
Glucose 
Nach 45’ 2,0cem 2/3 mol 
" NaH COs zugefiigt (pq 
0,0474 _ auf 7,13 gebracht), dann 
nach weiteren 45’ unter. 
brochen 


0.0541 0,195 0,1374 Nach 45’ unterbrochen 
0,0600 0,195 0.1350 Nach 90’ unterbrochen 


Nach 45 2,0 ccm 2/, mol 
" 4 pee NaHCOs zugetiigt (py 
0,0602 0,197 | 00,1368 auf 7,13 gebracht), dann 
nach weitcren 45’ unter: 

brochen 


Zusatz von 
Glucose 


dadurch vorgetiuscht, daB bei dieser Reaktion die Estersynthese 
bereits wegfallt. Bei pgl0 (Versuch 9 bis 12) ist schon starke 
Hamatinbildung; die Phosphatasewirkung ist bei diesem py stark 
geschwicht. 


5. Die beobachtete Verschiebung des Gleichgewichts ist reversibel. 
LaBt man den Versuch mit und ohne Glucose eine bestimmte Zeit bei 
pu 6 verlaufen und schaltet man dann durch Zusatz von Bicarbonat eben 
den Versuch auf px 7 um (Tabelle XVII und XVIII), so sieht man, eben 
daB in Fallen ohne Zuckerzusatz die Spaltung des Phosphorsaureesters meh 
ganz gleichartig verlauft ; die Kurven bei pg 6 und 7 decken sich. Anders 
bei Zuckerzusatz. Hier entsteht ein Knick in der Kurve, die Spaltung 
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nimmt ab, obgleich ohne Zuckerzusatz die Spaltung bei pq 7 starker 
ist als bei px 6. Vgl. Abb. zu Tabellen XVII und XVIII. 














Abb. 7 (zu Tabelle XVII). 
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Abb. 8 (zu Tabelle XVIII). 


6. Friihere Versuche haben gezeigt'), daB die Glykolyse, die 
ebenfalls nur in den Formelementen und nicht im Plasma vor sich geht, 
ebenfalls sehr stark von dem px abhingt. Bei pq 6,4 war sie nicht 
mehr nachzuweisen, und bei pq 6.7 war sie schon stark vermindert. 


') P. Rona und G.G. Wilenko, diese Zeitschr. 62, 1, 1914. 
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Tabelle XVIII. 


Zusammensetzung: Je 10cem Blutkérperchen-Ringerlésung. Bei py 5,6 
Zusatz von 1,5 cem n/5 Essigséure. Bei Glucosezusatz: Zusatz von 1,0 cem 
3proz. Glucoselésung. Alle Versuche auf 13 ccm mit Ringerlésung aufgefiillt, 
(Nach 45 Minuten mit 2,0 cem */, mol. NaHCO, bzw. 2,0cem Ringer erginzt.) 
Hamatokritwert: 28 Proz. Formelemente, 72 Proz. Ringerlésung. 





P.O; g in 100g Formelementen 


Gesamt-P . 
Anorgan. P= (Autoklavens Phosphor: Sometiunge 
(nach Embden) wert) saureester 
nach Embden 


Anfangswert. : 0,0323 0,198 0.1747 
0,0389 0,198 0.1591 Nach 45’ unterbrocher 
0,0489 0.196 0,1471 Nach 105’ unterbrochen 


Py? Zusatz vo ‘ os - 
fro Zusatz von 9 0282 0,197 0.1738 | Nach 45° unterbrochen 
Glucose 


Zusatz von ne ‘ 
: . 0.0321 - Nach 105’ unterbrochen 
Glucose 


0.0425 Nach 45’ unterbrochen 
0,0515 Nach 105’ unterbrochen 

Nach 45° mit 2.0 com 
Aaa * 2/, mol. NaHiCOs ver 
0,0529 0,198 01451 setzt (Py auf 7,06 ges 


bracht), dann nach 1/5’ 
unterbrochen 


Zusatz vou 0.0414 - Nach 45’ unterbrochen 
Glucose 


“= Zusatz von 0.0516 0,199 0.1474 Nach 105’ unterbrochen 
Py 0.0 Glucose 


” i Nach “ mit 200 ccm 
— || | ees 
unterbrochen. 
Dieses gleichartige Verhalten des Phosphatumsatzes und der Glykolyse') 
zunachst in bezug auf den Einflu8 der H-Konzentration fiihrte dazu, 
auch andere Faktoren, die die Glykolyse hemmen, auf ihre Wirkung 
auf die Gleichgewichtsverschiebung nach Zuckerzusatz zu untersuchen. 
Solche Faktoren sind: Hamolyse, Zusatz von F Na. Wie die Versuche 
(Tabellen XIX und XX) und Abbildung (zu Tabelle XIX) zeigen, war 
die Ubereinstimmung im Hinblick auf das Ausbleiben der Glykolyse 
und das Ausbleiben einer synthetischen Wirkung des zugesetzten 
Zuckers in allen Fallen vorhanden. Die fermentative Zerlegung von Px 
ist im himolysierten Blute hingegen sehr stark, wie dies die Tabelle X1Xa 


zeigt. 


1) Vgl. hierzu namentlich M. Martland, F.G.Hausmann und R. Robison, 
Biochem. Journ. 18, 1152, 1924. 
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Tabelle XIX. 


Zusammensetzung: Je 10 cem Blutkérperchen-Ringerlésung. In den Ver- 
suchen mit Hamolyse Zusatz von 10 cem destillierten Wassers; in den Ver- 
suchen mit NaF Zusatz von 1,5 cem 4proz. NaF-Lésung; in den Versuchen 
bei Ppp 6 Zusatz von 1,5cem n/5 Essigséiure (sonst iiberall pq 7,4). Alle 


Versuche mit Ringer auf 15 ccm aufgefiillt. Versuchsdauer in 1, 3, 5, 7, 9, 
|. 14, 16, 18 30 Minuten, sonst 60 Minuten bei 37°. Hamatokritwert : 
37 Proz. Formelemente, 63 Proz. Ringerlésung. 





P, Os g in 100g Formelementen 
Gesamt-P 
Anorgan. P (Autoklavens | Phosphorsaure- 


(nach Embden) wert) ester 
nach Lieb 


O10 0.166 0.1450 
0.0305 0.173 0.1425 


0.0377 0171 0.1335 


fangswert 


Kontrolle 


Zusatz von Glucose 0,0198 0,167 0,1472 
Zusatz von Glucose 0.0266 0.166 0.1394 
0,0375 0.169 0.1315 

0,0626 0,172 0,1294 

Hamolyse = = 
: Zusatz von Glucose 0,367 0.168 0.1313 
Zusatz von Glucose 0,0416 0,169 0,1274 
0,0292 0,169 0.1398 

Zusatz 00854 0,173 0.1376 
von FNa  Zusatz von Glucose 0,0284 0.169 0,1406 
Zusatz von Glucose 0.0321 0,173 0.1409 
0.03886 0.169 0.1304 


Zusatz von Glucose 0,0272 0,171 0.1438 


Zusatz von Glucose 0.0386 0,169 01304 


Weiterhin muBte erwartet werden, daB die Umkehrbarkeit der 
Wirkung durch Anderung des pg, wie dies bei der Phosphatase zu 
beobachten war, auch bei der Glykolyse vorhanden sein miiBte. Dies 
ist tatsichlich der Fall. Bei diesen Versuchen wurde das Blut (Blut- 
kérperchen + Ringerlésung) nachdem der Zuckergehalt festgestellt 
war, auf px 6,30 gebracht, und der Zuckergehalt nach 45, 60 und 
120 Minuten langem Stehen bei diesem pq untersucht. Es trat keine 
Anderung des Zuckergehalts ein. Brachte man nun die Reaktion in 
einzelnen Proben nach 45, 60 und 120 Minuten auf pa7 und priifte 
den Zuckergehalt nach 45, 90 und 180 Minuten, so fand man in allen 
Fillen eine bedeutende Glykolyse, und zwar von gleichartigem Verlauf '). 


1) Tabellen XXT und XXII (Abb. 10). 
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Tahelle X Xa. 


Blutkérperchen von 180g defibriniertem Kaninchenblut werden zweinal 

mit Ringerlésung gewaschen, dann mit Ringer auf 90 ccm aufgefiillt, 

Hamatokritwert: Formelemente 68 Proz., Ringerlésung 32 Proz. Zu jeder 

Probe 5,0 cem Blutkérperchensuspension + 15 cem destillierten Wassers 

(Hamolyse); Gesamtvolumen 25cem. Zu den Proben mit pq 6,1 je | cen 
n/5 Essigsiure. Dauer 2!/, Stunden. 





P.O; in 100 g Formelementen 


Anorg. P Gesamt-P 


nach Embden (Autoklavenwert) Phosphorsaureester 


1 Anfangswert 0,0366 0,191 0.1544 


0.0494 0,194 0,1446 
0.0542 0,197 0.1428 
+ 15¢cm 0.0496 0,197 0.1474 
1 proz. 
Glucose 0.0548 0,197 0.1422 
0.0540 0,197 0.1430 
0.0580 0,197 0.1390 
2) + 15 ccm 0.0536 0,197 0.1434 


1 proz. 
}.1] Glucose 0,0598 0,196 01352 





mg % 


20 
8 hortrolle Haernolyse 
16 
14 
12 
70 
& 


ohne Zuckerzusarz 

















< 
> 
8 





tk 


mit Zuckerzusatz 








oO 


Abb. 9 (zu Tabelle XX). 
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Tabelle XX. Zusammensetzung: Je 10 cem Blutkérperchen-Ringerlésung. 

In allen Versuchen je 1,0 cem Carbonat/Bicarbonatpuffer (*/, mol.; pq 9,03). 

stunde 30 Minuten bei 37°. Hamatokritwert: 32 Proz. Formelemente, 
68 Proz. Ringer. 





P2O;5 g in 100 g Formelementen 


Gesamt-P 
Anorg. P Phosphor: 
(nach Embden) (Autoklaven- saureester 


wert) nach Lieb 
en dx ow ae Ee 0,0262 0,196 0.1698 
Bee Ss 2 re 0,0431 0,195 0.1519 


+ 1,0cem Ringer + 1,0 cem 2 proz. 
Ge? cea) cca ate oe 0,0148 0,195 0.1807 


ee 0,0466 0,196 0.1494 
+8,0cem Ringer + 1,0 cem Glucose 0,0191 0.196 0.1769 
+40 cem dest. Wasser... : 0.0866 0,195 0.1584 


-8.0cem dest. Wasser + 1,0 cem 
|-Glucose Fi. , "tar 


0.0346 0,197 0,1641 


+%,0cem Ringer + 1,0 cem 4 proz. 
. Oe SSE ae 0,0387 0,195 0.1563 


8,0cem Ringer + 1,0 com NaF 


t 1,0 eem Glucose 0.0354 0,198 0.1626 

Tabelle XXI.  Blutkérperchensuspension: Defibriniertes Kaninchenblut 

Ringerlésung. Zusatz von Essigsiure: 60,0 cem 15,0 cem + 1,0 cem 

defibriniertes Kaninchenblut + 4,0ccm on Essigséiure. Puffer: 9,0 cem 
?/,n NaHCO, + 1,0cem #/,n Na,CO,. 37°. 





Traubenzuckergehalt (Proz.} Traubenzuckergehalt (Proz.) 
vor der Neutralisation nach der Neutralisation 


i " nach nach nach ; nach ; nach nach 
Pu I sofort 45 Min. 60 Min. 120 Min. Pu 45 Min. % Min. 180 Min 


7,40 0,093 7.40 0,086 0,068 0,052 
6,30 0,092 7.29 0.083 0,068 0,052 
6,30 0,092 7.26 0.081 0.070 0.061 
6,30 0,093 7,24 0,081 0,066 0,061 
6.30 0,090 7,28 0,079 0.065 0,057 


Tabelle XXII. Zusammensetzung wie in Tabelle XXI. 





Traubenzuckergehalt (Proz.) Traubenzuckergehalt (Proz. 
vor der Neutralisation nach der Neutralisation 


' nach nech . nach ~ nach nach 
Pu sofort § 45Min. 60 Min. | 120 Min. Pu 5 Min. 9% Min. 180 Min 


7,45 0,110 A! 0,102 0,092 0,075 
6.33 0,106 73 0.101 0,092 0,074 
6.33 0.108 7,3 0.099 0,086 0,072 
6,33 0,110 3 0,097 0,086 | 0,074 
6.33 0.106 28 0.099 OOBR 0.070 
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Das glykolytische Ferment erfuhr also in der Beobachtungszeit des 
Versuchs demnach keine Schadigung. 
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Abb.2108(zu" Tabelle XXII) 


Vorher wurde gezeigt, daB die Estersynthese nur bei Zusatz 
von Glucose, Fructose und Mannose, in geringem Grade bei Zusatz 
von Galaktose stattfindet, nicht jedoch bei Zusatz der Disaccharid« 
Saccharose, Maltose und Lactose. Bei der Ubereinstimmung des Ver. 
haltens bei der Veresterung und bei der Glykolyse muBte erwartet 
werden, daf die erstgenannten Monosaccharide einer Glykolyse z:- 
ganglich, die Disaccharide jedoch nicht zuginglich sein wiirden. Dies 
ist, wie Tabelle XXIII und XXIV zeigen, tatsichlich auch der Fal] 


Tabelle XXIII. 


Formelemente von 60 g defibriniertem Kaninchenblut werden zweimal mit 
Ringerlésung gewaschen, schlieBlich mit Ringerlésung auf 50 ccm aufgefiillt. 
Bei 37° und 31/, Stunden. 





Reduktionswerte nach 
Hagedorn-J ensen 


Verbrauch von !/299n Thiosulfat 
in com 


~ Blute 
2 kérperchen- 
suspersion 
Galaktose 
0,6 proz 





2 korrigic rt 
vorher nachLer | (— 0.04) 


c 
* 
8 
ce 
c 
8 


5,0 1 1. 1,32 1,49 1,45 
5,0 | 136 | 152 | 148 
5,0 132 | 148 | 1,44 
5,0 ’ 148 | 157 | 1,58 
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Nur diejenigen Kohlehydrate, die die Veresterung begiinstigt 
haben, wurden auch ,,glykolysiert’‘; die anderen nicht") 

Diese Versuche zeigen, daB die Monosaccharide bei pa 6, wo auch 
keine Estersynthese stattfindet, nicht zerlegt werden, wohl aber bei 


1) Vgl. hierzu J. F. Irving, Biochem. Journ. 20, 1320, 1926; A. Abraham, 
Zeitschr. f. klin. Med. 104, 609, 1926. 
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Glykolyse. VII. 


Tabelle XXIV. 


Herstellung der Blutkérperchensuspension: 100 g defibriniertes Kaninchen- 

blut wird zentrifugiert, die Formelemente zweimal mit Ringerlésung ge- 

waschen, schlieBlich mit Ringerlésung auf 70cem gebracht. Je 5,0 cem 
Blutkérperchensuspension. 3 Stunden bei 37°. 
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1,45 1,58 
1.43 1,45 
’ 1,44 1.56 
Lavulose 
: 1,42 1,42 
1,42 1,69 
Mannose - { 
) ’ 1,41 1.45 
1,56 1,65 
Galaktose res: — 
) : 1,55 1,57 
1,56 1,59 
Maltose - = - 
) ‘ 1,56 1,59 
1,58 1,69 
Lactose - 
1.0 1,57 1,59 
7 1,0 1,88 1,9) 


Ohne 
Zucker || 6 | 1,0 1.0 1,89 1,99 


pa 7, wo auch eine Estersynthese nachgewiesen werden kann. Die 
Disaccharide werden weder bei py 6 noch bei px 7 2erlegt. 

Als das hauptsichlichste Resultat all der mitgeteilten Versuche 
kann wohl die innige Verkniipfung der Bildung des Phosphorséureesters 
mit der ,,Glykolyse“ betrachtet werden. Man wird wohl die Ester- 
bildung als eine notwendige Voraussetzung fiir den Eintritt der Glykolyse 
betrachten. Uber die chemische Natur dieses Phosphorsiureesters 
sagt die Untersuchung nichts aus. Die bisherigen Untersuchungen in 
dieser Richtung sprechen nicht dafiir, daB hier eine Glucose- oder 


iiberhaupt eine Hexosephosphorsiure vorliegt '). 


1) Vgl. hierzu die Arbeiten von H. D. Kay, Biochem. Journ. 18, 1133, 
1924; J. Greenwald, Journ. biol. Chem. 68, 339, 1925; S. Posternak, C. r. 
des scéances de la soc. de physique et d’hist. nat. de Généve 48, 13 und 16, 
1926; H. Jost, 89. Vers. d. Ges. deutsch. Naturf. u. Arzte 1926; Physiol. Ber. 
88, 161, 1926. Ammerkung nach der Korrektur: Die eben erschienene 
ausfiihrliche Arbeit von H.Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 171, 
1927, konnte in dieser Mitteilung nicht mehr beriicksichtigt werden. 
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Zusammenfassung. 


1. Der nicht kolloidale, hydrolysierbare Phosphorsaureester ds 
Blutes kommt nur in den Formelementen, nicht im Serum vor: e 
wird von den Blutkérperchen nicht an die Umgebung abgegeben 

z. Die Zunahme des anorganischen Phosphats wahrend des Stehens 
des Blutes baw. der Blutkérperchensuspension infolge fermentative; 
Hydrolyse ist in bemerkenswerter Weise abhingig von dem Zucke1 
gehalt des Systems: Zuckerzusatz vermindert die Spaltung des Phosphor- 
siiureesters, er verschiebt das Gleichgewicht Phosphorsiureeste 
== Phosphorsaure + Alkohol zugunsten der Synthese. 

3. Diese Wirkung kommt aber nur der Glucose, der Fructose un 
der Mannose wie auch in geringem Grade der Galaktose zu: alle dic 
untersuchten Disaccharide, wie auch Milch- und die Brenztraubensaure 
waren unwirksam. 

4. Die Gleichgewichtsverschiebung nach Richtung der Veresteruny 
ist nur im alkalischen Gebiet vorhanden. Von pg 7,3 an nach de: 
sauren Seite ist fiir die fermentative Esterspaltung gleichgiiltig, o} 
ein Zuckerzusatz statthat oder nicht. Fiir die Phosphatase liegi 
ein breites Optimum vor von pg 6 bis 9. 

5. Synthese wie Spaltung sind reversible Vorginge. Durch Um. 
schaltung einer fiir die Synthese ungiinstigen Reaktion auf eine giinstige 
kann die vorher fehlende Synthese hervorgerufen werden. Dasselbe 
gilt auch fiir die Glykolyse. 

6. Alle Faktoren, die einer Veresterung ungiinstig sind (pg < 7,3 
Himolyse, F Na) sind auch fiir die Glykolyse ungiinstig. Zuckerarten, 
die nicht zur Veresterung fiihren, werden auch nicht ,,glykolysiert’ 
Die Veresterung scheint die Vorbedingung fiir das Eintreten der Glykolyse 
zu sein. 

Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 
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iiber den Ablauf der postmortalen Autolyse und Proteolyse 
im Organbrei réntgenbestrahiter Meerschweinchen. 


Von 


Rudolf Herzger. 
(Aus der medizinischen Klinik Leipzig.) 


(Eingegangen am 11, Marz 1927.) 


Der EinfluB der Réntgenbestrahlung auf den Ablauf der post- 
mortalen Autolyse bzw. Proteolyse ist bisher nur wenig untersucht 
worden. 3B. Heile (1) hat in einer Arbeit iiber die ,,Autolyse als Heils- 
faktor in der Chirurgie“ beschrieben, daB die Milz eines mit Réntgen- 
strahlen vorbehandelten Kaninchens Fibrinflocken in einer, Zeit ver- 
daut, in der sie die Milz des Kontrolltieres noch nicht verdaut hat. 
Ferner haben Hajos und Hofhauser (2) berichtet, daB die Bestrahlung 
einen nennenswerten EinfluB auf die eiweiBabbauende Funktion der 
Leberzellen ausiibe. 

Wahrend Hajés und Hojhauser die Meerschweinchen einer einmaligen 
Réntgenbestrahlung aussetzten, habe ich die Tiere nach mehrfacher Be- 
strahlung untersucht. Als Versuchstiere wurden Meerschweinchen mittlerer 
GréBe gewahit (Gewicht durchschnittlich 250 bis 400 g). Die meisten Ver- 
suche wurden in den Monaten Marz bis September angestellt, die Fiitterung 
ler Tiere soweit als méglich gleichmaéBig gehalten. Die Meerschweinchen 
wurden an sechs hintereinander folgenden Tagen jedesmal eine Vierte!- 
stunde bestrahlit. Fiir die Réntgenbestrahlung wurde ein Radiotransverter 
Firma Koch & Sterzel, Dresden) der Leipziger Medizinischen Klinik be- 
nutzt. Der primare Strom hatte eine Stromstirke von 4 bis 5 Ampere, 
die Spannung betrug 150 Volt. Als Réhren wurden mittelharte Therapie- 
réhren von Siemens benutzt. Die Tiere befanden sich frei unter einem Filter 
in einer Entfernung von 20cm unter den Réhren. Als Filter wurde erst 
Zink 0,5, spater Aluminium 3 und 5mm benutzt. Der Réntgenisierungs- 
effekt wurde jedesmal durch Zihlung der Leucocyten kontrolliert. Die 
Leucocytenzah! nimmt nach den ersten Bestrahlungen stark ab. Wenn 
sie aber erst auf etwa 800 pro 1 emm zuriickgegangen ist, erfolgt das weitere 
Absinken weniger rasch auf 300 bis 400 pro lemm. Hat die Leucocytenzahl 
in 1 emm etwa 250 bis 300 erreicht, und wird mit weiteren Bestrahlungen 
ausgesetzt, so werden in wenigen Tagen die zuletzt etwas matt gewordenen 
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Tiere wieder lebhaft, ihr Gewicht nimmt zu, und eine rasche Leucocytose 
setzt ein. Wird dagegen trotz so niedriger Leucocytenzahl weiter gerént xt, 
so sterben die Tiere meist ganz plétzlich. Deshalb wurde bei meinen Ver. 
suchen die Bestrahlung abgesetzt, wenn die Tiere etwa 300 bis 400 Leuco. 
cyten in lemm zeigten. Da Ldwen (3), der das Verhalten réntgenisierter 
Tiere gegen bakterielle Infektionen untersuchte, ausfiihrlich auf die Ein. 
wiinde eingeht, die man gegen eine experimentell durch Réntgenstrahlen 
erzeugte Hypoleucocytose erheben kénnte, eriibrigt es sich fiir mich, noch- 
mals darauf zuriickzukommen. 


Die Tiere wurden nach der letzten Bestrahlung durch Entbluten aus der 
Carotis getétet. Das Serum der réntgengeschidigten Tiere wurde auf 
Komplementablenkung und proteolytische Wirksamkeit untersucht, ferner 
der antitryptische Titer bestimmt. Leber und Lunge wurden entsprechend 
unten folgender Erlauterung weiterverarbeitet. Es wurde jedesmal dic 
Autolyse und Proteolyse des betreffenden Organbreies durch Bestimmung 
des Stickstoffes unkoagulierbarer Kérper nach der Kjeldahlschen Methode 
untersucht. Leber und Lunge wurden deshalb gewahlt, weil histologische 
Reihenuntersuchungen Oellers (4) eine hervorragende Rolle der Zellelemente 
gerade dieser beiden Organe bei Immunitatsvorgéngen nachgewiesen hatten. 
Von einer Analyse der Milz muBte wegen der Kleinheit des Organs bei 
Meerschweinchen Abstand genommen werden. Unmittelbar nach dem 
Entbluten der Tiere wurden Leber und Lunge mit sterilen Instrumenten 
herausgenommen, in mit Chloroform gesittigter physiologischer NaC. 
Lésung etwa anhaftende Blutbestandteile abgespiilt, Ligamente usw. 
abprapariert. Sodann wurden die Organe im Mérser zu einem homogenen 
Brei zerrieben, der schlieBlich noch durch ein sterilisiertes Metallsieb ge. 
trieben wurde. Nun wurde der Brei in vier gleich groBe, exakt gewogene 
Portionen geteilt. Portion a und b zur Bestimmung der Autolyse, Portion c 
und d zur Bestimmung der Proteolyse. Den Portionen e und d wurden 
je 10 cem einer 5proz. Wittepeptonlésung zugesetzt. Um gleiche Volumen. 
verhaltnisse zu schaffen, wurden den Portionen a und b je 10 cem physio. 
logische Kochsalzlésung zugegeben. Jede Portion wurde in ein verschliel- 
bares Wiageglaschen gefiillt, mit je 1 cem Chloroform unter- und je 1 cem 
Toluol iiberschichtet. Portion a und ec wurden nun im Brutschrank bei 37° 
3 Tage der Digestion iiberlassen. Portion b und d, d. h. eine Portion Leber 
bzw. Lungenbrei ohne und eine Portion Leber- bzw. Lungenbrei mit Zusatz 
einer Wittepeptonlésung (5proz.) wurden dann sogleich quantitativ in ein 
Becherglas ausgeschiittet, die Wageschilchen immer mit 10 ccm physio 
logischer Kochsalzlésung nachgespiilt und sodann in beiden Becherglasern 
im angesetzten Brei durch Zusatz von 10 ccm Tanninlésung die koagulablen 
N-Verbindungen gefallt. Die Tanninlésung wurde etwas modifiziert nach 
den Angaben Hedins (5) hergestellt, d.h. 50,0 reine Gerbsaure, 25,0 Natrium 
acetat, 25,0 Kochsalz, 25,0 Eisessig; das Ganze aufgefiillt auf 1 Liter. 
Nachdem die ausgefallten Breie iiber Nacht stehengelassen waren, wurde 
im Filtrat am folgenden Tage der unkoagulierbare ,,Rest-N‘ nach Kjelda// 
bestimmt. Von den der Digestion iiberlassenen Portionen a und ec wurden 
vom zweiten Tage ab bakteriologische Abstriche gemacht, um etwaig 
bakterielle Verunreinigungen auszuschalten. Nach genau dreitaégige: 
Digestion im Brutschrank bei 37° wurden die Portionen a und c ebenfalls 
quantitativ in Becherglaser umgefiillt und wie oben beschrieben weite! 
verarbeitet. Die Differenz der jedesmal durch Ammoniak gebundenen 
Mengen n/10 H,S8O, zwischen Portion a (vor der Digestion) und Portion « 
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uach der Digestion) — entsprechend b und d — bildet als Reststickstoff- 
zuwachs einen MaSstab zur Beurteilung der stattgehabten Autolyse bzw. 
Proteolyse. Um eine einwandfrei vergleichbare Beurteilung aller Resultate 
zu erméglichen, muBte ich aber davon absehen, lediglich diese Differenz 
der Stickstoffmengen als MaBstab zu benutzen. Dies ist naturgeméB8 nur 
durchfiihrbar unter Verwendung jedesmal gleicher Mengen von Material 
md unter der Voraussetzung, daB die Stickstoffwerte, die vor Beginn der 
Digestion gefunden werden, bei allen Tieren nicht in breiten Grenzen 
schwankende Werte ergeben. Die erste Bedingung habe ich bei fast allen 
\nalysen einhalten kénnen, die zweite Voraussetzung aber trifft, wie 
zahireiche Stickstoffbestimmungen lehrten, nur fiir das Normaltier zu. 
Dagegen zeigt der Brei von Organen réntgengeschidigter Tiere erhebliche 
Schwankungen im Stickstoffgehalt unkoagulabler K6érper. Ich habe 
deshalb im Folgenden zur Beurteilung des autolytischen bzw. proteolytischen 
Verdauungseffektes das Prozentverhiltnis angegeben, das man erhilt, 
wenn man die Differenz, d. h. die Reststickstoffzunahme bei einer Stickstoff- 
bestimmung vor und nach dreitégiger Digestion, in Beziehung setzt zur 
Menge des im entsprechenden Brei vor der Digestion ermittelten Rest- 
stickstoffs. Der so errechnete ,,prozentuale Zuwachs** beleuchtet meines 
Erachtens am besten die fermentative Leistung. Ein willkiirlich gewahltes 
Beispiel mége die Berechnung der prozentualen Zunahme darstellen: 
Ein Brei A zeige vor der Digestion 5 mg N, nach der Digestion 10 mg N; 
ein Brei B vor der Digestion 7 mg N, nach der Digestion 12mg N. Der 
absolute Zuwachs ist in beiden Fallen 5 mg, die prozentuale Zunahme 
im Fall A 100 Proz., im Falle B dagegen nur 71,4 Proz. Um die Fehler- 
grenze der N-Bestimmung médglichst niedrig zu gestalten, wurden bei den 
meisten Hauptversuchen die Leberportionen jeweils zu 3g, die Lungen- 
portionen zu lg gewaéhit. Da aber die Leber eines mittelgroBen Meer- 
schweinchens héchstens 8 bis 10g Brei gibt, wurden alle Hauptversuche 
immer an zwei Paralleltieren angestellt, die zu gleicher Zeit unter gleichen 
Bedingungen bestrahlt wurden. Der Uberschu8 an Leberbrei wurde zur 
Bestimmung des Gesamtstickstoffs benutzt, um das Prezentverhaltnis 
zwischen Gesamt-N und Rest-N unkoagulierbarer Koérper ermitteln zu 
kénnen. 

Um Vergleichswerte zu bekommen, wurde erst die Autolyse und 
Proteolyse des Organbreies normaler, nicht bestrahlter Meerschweinchen 
untersucht. 

Ich konnte hier, wie auch bei den Autolyseversuchen an nicht 
gerontgten sensibilisierten Meerschweinchen, auf die Resultate von 
Hashimoto und Pick (6) zuriickgreifen. Hashimoto und Pick geben 
an, daB die normale Meerschweinchenleber 0,28 Proz. nicht koagulier- 
baren Stickstoffs enthalt, bezogen auf das Gewicht des frischen Organ- 
breies. Die Schwankungen im Prozentgehalt des nicht koagulierbaren 
Stickstoffs sind verhaltnismaBig gering und bewegen sich zwischen 
0.19 und 0,31 Proz. Ich fand durchschnittlich eine um ein Minimales 
geringere Héhe des Prozentgehalts, was wohl in der Verschiedenheit 
der angewandten Fillungsmethoden (Pick, Hitzekoagulation, hier 
Gerbsaéurefallung) begriindet liegen mag, wenn es nicht iiberhaupt 
in das Bereich der Fehlergrenzen zu rechnen ist. 
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Menge des nicht durch 
Gerbsiure fallbaren N, Prozentgehalt des 
Tier vom bezogen auf 10g nicht fallbaren N 
frischen Leberbrei 


8 Proz. 
0.0243 0.24 
0,0829 0,33 
(0.0294 0,29 
0.0203 0,20 


Das heiBt durchschnittlich 0.27 Proz. an Stickstoff nicht ausf,/!. 
barer EiweiSkérper. 

Auch fiir das Prozentverhiltnis zwischen Gesamt-N und Rest-\ 
auf dessen Bedeutung in der Beurteilung des intravitalen Leberabbaues 
Pick und Hashimoto groBben Wert legen, bekam ich annahernd dix 
selben Werte. 

Tabelle Ib. 
(Fiir je 1 g Lungenbrei.) 





Menge des Rest-N Prozentgehalt 
Tier vom in 1 g Lunge des Rest-N 


& Proz. 


20. UL. 0.0028 0,28 
27. Ill. 0,00308 031 


4. b. 
| durchschnittlich 
4. IV. 0.00322 0.32} 30 Proz. 


Das Verhaltnis von Gesamt-N zu Rest-N im Lungenbrei betrug 
durchschnittlich 10,56 Proz. 

In einer ersten Versuchsreihe wurde die Zunahme des nicht aus- 
fallbaren Stickstoffs (hinfort als ,,Rest-N‘‘ bezeichnet) nach dreitagiger 
Digestion im Brutschrank bestimmt. Beim Leberbrei zeigte es sich 
daB die prozentuale Zunahme an Rest-N nach einer Digestion von 
72 Stunden bei der autolytischen und der proteolytischen Spaltung 
nahezu gleich ist. Fiir die normale Leber fand sich bei der Autolyse 
wie bei der Proteolyse eine prozentuale Zunahme von etwa 96,6 Proz 
Die Schwankungen dieser prozentualen Zunahme bewegten sich bei 
den in angegebener Weise verarbeiteten Leberbreien in engen Grenzen 
Fiir den Lungenbrei dagegen konnte ich nicht so gleichmaBige Werte 
feststellen. Mehrfach angestellte Kontrollversuche haben mich davon 
tiberzeugt, daB es sich dabei kaum um vermeidbare Fehler der Versuchs. 
technik handeln kann. Immerhin ware wohl méglich, daB bei der 
Schwierigkeit, das viel zihere Lungengewebe zu einem homogenen 
Brei zu zerreiben, etwaige nicht véllig zerriebene Gewebsteilchen 
die autolytische bzw. proteolytische Spaltung hemmend beeinflussen 

Im folgenden seien die im normalen Brei gefundenen Werte eine= 
Falles als Beispiel wiedergegeben : 
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Tabelle Ic. 





Prozentuale Zu- 
nabme des Rest-N 
Vor Beginn Nach Schluf bei der autolyt 
der Digestion der Digestion a. 
Proz 


a 5.2cem n/10 HySO, 10.2 cem n/10 H,S0, 6.7 
Leber 38e@ Brei 

Proteolyse 7 < a - 35.0 . o 96.6 

(Pepton) 

lg Brei 

Autolyse 

lg Brei 

Proteolyse 

(Pepton) 


Autolyse und Proteolyse bei réntgengeschidigten Meerschweinchen. 


Die Organbreie von in oben angegebener Weise mehrfach réntgen- 
bestrahiten Meerschweinchen zeigen nach dreitagiger Digestion im 
Brutschrank eine hohe prozentuale Zunahme an unkoagulierbarem 
Stickstoff. Gleichzeitig sind im allgemeinen die vor Beginn der Digestion 
ermittelten Stickstoffmengen geringer als die normaler Tiere. Es 
fanden sich z. B.: 

Tabelle Ila. 





Rest-N bezogen auf 10g Rest«N in 1g 
Leberbrei Lungenbrei 


¢ , 
j 7 
0.0243 
. 0.0329 00028 
ormaltiere ... .. mi 0.0294 0.09808 
0.0203 0,00322 


| 221/22 0,0168 O.00154 
223/24 0.0173 0.0009 
Meerschweinchen | O40) 00196 0.0023 


Gerontgte 


Es findet sich bei den réntgengeschadigten Tieren eine prozentuale 
Zunahme an Rest-N bei der Autolyse des Leberbreies nach 3 Tagen 
die um 50 bis 60 Proz. héher ist als die entsprechende Zunahme der 
postmortalen Autolyse normaler Meerschweinchenorgane. Bei der 
Proteolyse findet sich eine deutliche, allerdings etwas geringere Stei- 
gerung. In gleicher Weise 146t sich auch im Lungenbrei réntgen- 
geschidigter Meerschweinchen eine Erhéhung der prozentualen Zu- 
nahme der postmortalen autolytischen und proteolytischen Spaltung 
nachweisen. 

Als Beispiel mégen die bei Meerschweinchen 221 und 222 gefundenen 
Zahlen angegeben werden: 








346 R. Herzger: 


Meerschweinchen 221: Gewicht 280g. Bestrahlt je eine Viertelstunide 


am 13., 14., 15., 16., 17., 19., 20. Marz. Leucocytenzahl am 16. Marz: 2800, 

am 19. Marz: 400. Getétet durch Entbluten am 21. Marz. 
Meerschweinchen 222: Gewicht 200g. Bestrahlt gleichzeitig mit 

Meerschweinchen 221. Leucocyten am 16. Marz: 2600, am 20. Marz: 400, 





Tabelle IIb. 
a Vor Beginn Nach Schlu8 Prozentuale Zu. 
se . } c * 
chen der Digestion der Digestion nahme an Rest-N 
221/22 ie 
3 as q 
| — 3.6 cem n/10 HySO, S9eem n/l0 HySO, 147.2 
Leber gig sae 
3g Brei | ,-. an 9 : 
Proteolyse | 15,3 ” ” 37,2 - ” 143,1 
lg Brei ) - 
— Autolyse | 
ung | lg Brei | 13.5 213 579 
Proteolyse |" " ” S “ Slp » ‘“ A 57,2 


Wahrend bei der Autolyse und Proteolyse des normalen Organ. 
breies sich annahernd gleiche Werte ergaben, zeigten die Breie geréntgter 
Tiere immerhin betrachtliche Differenzen. Es ist dies vielleicht damit 
zu erkliren, daB sich infolge des bei réntgenbestrahlten Tieren ge- 
steigerten postmortalen autolytischen Zerfalls Reaktionsprodukte so 
anhiufen, daB die fermentative Zersetzung bei der GréBe der auf. 
einander wirkenden EiweiBmassen (Organbrei + zugesetzte 5proz 
Wittepeptonlésung) den Reaktionsablauf schlieBlich hemmend beein- 
fluBt wird. Die Beobachtung der gestetgerten postmortalen Autolyse 
im Organbrei réntgengeschidigter Meerschweinchen stimmt mit den 
veréffentlichten Befunden von Hajos und Hofhauser (1. c.) iiberein. 


Die Wirkung einer einmaligen Bestrahlung auf den Leberbrei 
normaler Meerschweinchen. 


Um eine Wirkung der Réntgenbestrahlung in vitro zu untersuchen 
wurde Leberbrei normaler Meerschweinchen in oben angegebener 
Weise verarbeitet, zwei der Portionen eine Viertelstunde lang ohne 
Filter im geschlossenen Wageschilchen bestrahlt. Unmittelbar nach 
der Bestrahlung wurde je ein geréntgter und ein nicht geréntgter 
Leberbrei desselben normalen Meerschweinchens 72 Stunden im Brut- 
schrank der Digestion tiberlassen, in zwei anderen Portionen nach 
Tanninfallung der Stickstoff bestimmt. Bei einer Anzahl ausgefiihrter 
Analysen konnte kein direkter EinfluB der Réntgenbestrahlung in vitro 
festgestellt werden. Teils wurden Werte gefunden, die bis auf eine 
Dezimalstelle den Werten normaler Breie gleich waren, teils sogat 
Werte, die etwas unter der Norm lagen. 
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Nach den bisher veréffentlichten Arbeiten fanden Hajés und Hof- 
auser in vitro keinen nennenswerten EinfluB der Réntgenbestrahlung. 
Veyer und Behring (8) fanden im Leberbrei, der 5 Tage hindurch intensiv 
estrahlt wurde, nur eine geringe Beschleunigung der postmortalen Autolyse. 
‘ber den Einflu8 der Réntgenstrahlen auf die verschiedenen Fermente 
gl. Oppenheimer (9). 


Das Serum rintgengeschidigter Meerschweinchen. 


Die Wirkung der Réntgenbestrahlung auf den Gehalt an spezi- 
fschen Immunkérpern hat bereits eine ausgedehnte Bearbeitung 
gefunden. Ich habe mich darauf beschrinkt, nur einige fiir die Deutung 
ueiner eigenen Versuche notwendige Untersuchungen anzustellen. 


Ldwen (1. c.) fand, daB nach ausgedehnter Bestrahlung von Tieren und 
lamit verbundener Zerstérung einer betraichtlichen Anzahl von Leucocyten 
lie bakterizide Kraft des Serums nicht verindert wurde. Im Gegensatz 
hierzu fand Ldwen eine Hemmung der spezifischen, auf die Infektion hin 
gebildeten Agglutine und wahrscheinlich auch der spezifischen Bakterio- 
ysine. Quadrone (10) will eine Steigerung der himolytischen Kraft und der 
Resistenz gegeniiber Typhus, Diphtherie und Tetanus beobachtet haben. 
Benjamin und Sluka (11) berichten von einer Herabsetzung der Prazipitin- 
bildung bei den mit Réntgenstrahlen vorbehandelten Kaninchen. Im 
Gegensatz hierzu fand Leidenfrost (12) keinen Einflu8 auf die im Blute 
bereits vorhandenen Prazipitine. Eine Verzégerung der Bildung der so- 
genannten Abderhaldenschen Abwehrfermente bei der Strahlenbehandlung 
veroffentlichten Keitler und Lindner (13). Manoukhine (14) will durch 
Milzbestrahlung einen viei héheren Typhus- und Cholera-Agglutinintiter 
ind Hammelbluthimolysintiter erhalten haben als bei Kontrolltieren. 
Fiorint und Zironi (15) berichten, daB Réntgenbestrahlung 

1. keinen EinfluB auf die Produktion von Agglutininen habe, des- 
gleichen auf Substanzen, die die Komplementablenkung bewirken, und 
auf Hamolysine; 

2. keinen EinfluB8 auf den Gehalt des Serums an Immunkérpern habe. 

Kaznelson und Lorant (16) berichten iiber nachgewiesene geringe Be- 
einflussung der Agglutinationsbestimmung. Keinen Einflu8 auf Agglutinine 
fanden Schulze (17), Frdnkel und Schilling (18). AuBerdem stellte Frankel (19) 
fest, daB das Komplement nicht abhangig ist von der Leucocytenzahl. 
Auch Heinrich (20) fand keinen EinfluB der Réntgenbestrahlung auf die 
juantitativen Verhaltnisse des Komplements. Andersen und Emerich (43) 
fanden keine Abschwachung des in vitro bestrahlten Komplements. 

Andere Wirkungen der Réntgenstrahlen auf das Serum sind von 
amerikanischen Forschern untersucht worden. So fand Raymond G. 
Hussey (21) eine Verinderung der Wasserstoffionenkonzentration im Sinne 
einer Alkaleszenz, die ihr Minimum zwischen 3 bis 5 Stunden nach der 
Bestrahlung erreicht. 

F.. Petersen und C. C. Saelhof (22) haben einen gesteigerten Titer der 
Serumenzyme nach Bestrahlung der Leber gefunden. Die Stickstoff- 
ausscheidung war bei ihrem Versuchen um 60 Proz. gestiegen und noch 
4 Tage auf dieser Héhe geblieben. Der nichtkoagulable Stickstoff nahm 
nach Reizbestrahlung der Leber fiir mehrere Tage um 50 Proz. zu. Des- 
gleichen fanden die Autoren den proteolytischen Titer des Serums nach 
Leberbestrahlung angestiegen. Beeinflussung der py-Konzentration, des 
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Blutzuckers, Cholesterins und EiweiSgehalts im Serum nach Rénty 
bestrahlung sind berichtet von Anderson und Kohlmann (44), sowie Knipp) 
und Kowitz (45). 

Ich selbst habe am Serum der in oben angegebener Weise |) 
strahlten Tiere untersucht: 

1. die Prazipitation gegen inaktiviertes Menschenserum und ha}, 

diese negativ gefunden ; 

2. habe ich den Komplementablenkungsversuch angestellt : 

a) gegen Hammelblut in Verdiinnung |: 40 und 
b) gegen Hammelblut -+- Ambozeptor. 
Bei a) trat keine Himolyse ein, bei b) eine unbedeutende Hemming 
+ Hamolyse ; 

3. die Proteasewirkung. 

Zur Priifung des Serums auf Proteasen bediente ich mich de 
von Schierge (23) angegebenen Methode, d. h. es werden in zehn sterili 
sierte Reagenzgliser je 1 cem physiologische NaCl-Lésung gefiillt, dezu 
je Leem einer 5proz. Wittepeptonlésung. Gleichzeitig wird von dem 
zu untersuchenden Serum eine Verdiinnungsreihe hergestellt, etwa 
Originalserum, Verdiinnung 1: 10, 1: 20, 1: 40, 1: 80, 1: 120 usw. bis 
1 : 2560. Von jeder Verdiinnungsstufe wird | cem in die entsprechenden 
Reagenzglaser tiberpipettiert. Sodann werden die Réhrchen mit Toluol 
iiberschichtet und fiir 24 Stunden in den Brutschrank gestellt. Nach 
24 Stunden wird durch Zusatz von 0,2 ccm einer 5proz. Essigsiure- 
lésung und Bromwasser die Tryptophanprobe angestellt. Je nach 
der Menge des abgebauten Tryptophans tritt eine schmutzigrote 
rote oder rosa Verfarbung auf. Die Grade der Reaktion werden in 
der tiblichen Weise in + +++, +++, ++, +, +, — wiedergegeben 
Ich fand fiir das Serum normaler EEA APR ah 

»,++t,+,-.-. —-—. —, —, fiir das Serum sinten ngese hadigter 
Tiere: ++4++,+4,+4,+,+,+,+, —-, —. —,d. h. eine geringe 
Erhéhung der proteolytiachen Ww wining des Serums réntgengeschadigte: 
Meerschweinchen. Die Proteasen scheinen jedoch nicht sehr widerstands 
ahig zu sein, da die gleiche Probe an demselben Serum nach eintagigem 
Verweilen im Eisschrank bereits in einer Verdiinnung von | : 40 Witte 
pepton nicht mehr bis zum Tryptophan abbaute. Bei den Kontroll- 
versuchen konnten die Angaben H. Pfeifers tiber das hohe Spaltungs- 
vermégen des Meerschweinchenserums bestatigt werden. 


Die Beeinflussung der postmortalen Autolyse durch Zusatz von Serum 
réntgengeschidigter Tiere zu Organbreien normaler, unvorbebandelter Tiere. 


Um festzustellen, ob sich die nachgewiesene Steigerung der post- 


mortalen Autolyse und Proteolyse der Organe réntgengeschiadigte: 
Meerschweinchen durch Zusatz von Serum eines derart vorbehandelten 
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fieres auch auf den Organbrei normaler Meerschweinchen passiv 
ibertragen lasse, wurde folgender Versuch angesetzt: 

Ein Meerschweinchen wurde in angegebener Weise bestrablt, 
durch Entbluten getétet und je 0,5 cem des Serums dem Organbrei 
normaler Meerschweinchen zugesetzt. Aus aubBeren Griinden mubte 
ich bei dieser Versuchsreihe alle Breie 6 Tage lang digerieren lassen, 
« daB sich die gefundenen Zahlen nicht mit den iibrigen in dieser 
\rbeit angegebenen, sondern nur untereinander vergleichen lassen. 
Es fand sich in diesen Organbreien eine Hemmung der Autolyse und 
der Proteolyse, wie sie nach den Untersuchungen von Baer und Loeb (24), 
Hedin und Rowland (25) zu erwarten war, 


Zusammentassung. 


1. Leber und Lunge réntgenbestrahlter Meerschweinchen zeigen 
eine deutlich gesteigerte postmortale Autolyse und Proteolyse (dic 
Steigerung betraigt bei 72stiindiger Digestion 50 bis 60 Proz.). 

2. In vitro 1aBt sich eine wesentliche Beeinflussung der post- 
mortalen Autolyse bzw. Proteolyse durch Réntgenbestrahlung nicht 
feststellen. 

3. Das Serum réntgenbestrahlter Meerschweinchen zeigt keine 
Prazipitation gegeniiber inaktiviertem Menschenserum. 

4. Trotz auBerordentlich herabgesetzter Leucocytenzah! zeigt 
solches Serum im Verhalten der Komplementablenkung keine Ab- 
weichung gegeniiber ncrmalem Meerschweinchenserum, d. h. also, die 
Komplementbildung ist offenbar unabhingig von der Zahl der Leuco- 
eyten. 

5. Das Serum réntgengeschidigter Meerschweinchen zeigt cine 
shwache, aber deutliche Steigerung seines proteolytischen Vermégens. 


Angeregt durch histologische Befunde Oellers (l.c.) an Meer- 
«chweinchen, denen nach mehrfacher Réntgenbestrahlung apathogene 
Bakterien injiziert wurden, wurden eine Anzah] Untersuchungen aus- 
gefiihrt an Meerschweinchen, die unmittelbar nach Einverleibung 
eines Antigens, und an solchen, die langere Zeit danach getétet wurden. 
Die Vorbehandlung der Tiere war die gleiche wie bei den ersten Ver- 
suchen. Nach Reduktion der Leucocyten auf 300 bis 400 pro 1 emm 
wurden den Tieren je zehn Osen einer Tetragenuskultur, in 1 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung verrieben, in die freipraparierte Vena 
jugularis injiziert und die Tiere in einer ersten Versuchsreihe 15 Minuten, 
in einer zweiten 60 Minuten nach der Injektion durch Entbluten aus 
der Carotis getétet und Leber und Lunge in oben angegebener Weise 
weiter verarbeitet. 
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Bei solchen Tieren zeigt sich nach der Injektion eine stetig zy. 
nehmende Lungenblahung, die ihren Héhepunkt etwa 4, bis 1 Stund 
nach der Injektion erreicht. Mitunter werden bei solchen Tieren schock 
artige Symptome ausgelést: Die Tiere taumeln, fallen um und sterben 
teilweise in Atemkriimpfen, oft aber erfolgt nach einigen schnappenden 
Atemziigen wieder Erholung. Erscheinungen, die unvorbehandelt: 
Meerschweinchen nach Injektion des gleichen Antigens vermissen 
lassen. 

Bei den Tieren der ersten Versuchsreihe, d. h. getétet 15 Minuten 
nach der Injektion, ergab sich folgendes interessante Bild: Der Gehal 
der Leber und Lunge an Stickstoff nicht ausfaillbarer Kérper ist erhéht 
und tbertrifft merklich den Rest-N-Gehalt normaler Meerschweinchen. 
organe. Wiahrend der Normalgehalt an Rest-N, wie oben erwahnt 
in engen Grenzen schwankend, durchschnittlich etwa 0,27 Proz. pro 
10g frischen Leberbreies betrigt, fand ich bei dieser Versuchsreihe 
Rest-N-Werte von durchschnittlich 0,36 Proz. Als Prozentverhiiltnis 
zwischen Gesamtstickstoff und Reststickstoff erhielt ich in einem 
Falle 7,3 Proz., in einem anderen 11,86 Proz. bei einem Gesamt-N 
von 0,318 g in dem einen und 0,343 g in dem anderen Falle, bezogen 
auf 10 g Leberbrei (nach Pick, 1. c., durchschnittlich 0,318 g), d. h. in 
einem Falle ein nahezu dem Durchschnittsverhaltnis des normalen 
Meerschweinchens entsprechendes Prozentverhaltnis, im anderen eine 
bedeutende Steigerung iiber die von anderen als Norm veréffentlichten 
Werte und damit ein Prozentverhaltnis, das nach den Arbeiten von 
Pick und Hashimoto (l.c.) ungefahr der Leber eines wiederholt mit 
Pferdeserum vorbehandelten Meerschweinchens entspricht, d. h. genau 
wie bei den mit EiweiB wiederholt vorbehandelten Tieren eine deutliche 
Hemmung der sonst nach einmaliger EinweiBinjektion (Sensibilisierung) 
gesteigerten intravitalen Leberautolyse (Pick) eintritt, zeigt sich ein 
analoges Verhalten bei Meerschweinchen, die, durch wiederholte 
Réntgenbestrahlung vorbehandelt, mit Antigen — in unserem Falle 
artfremdem EiweiB — nicht mehr zu einer von Hashimoto und Pick 
nach einmaliger Injektion von artfremdem EiweiB beobachteten intra- 
vitalen Leberautolyse gebracht werden kénnen. Wahrend der Gehalt 
der Organbreie an Stickstoff nicht ausfillbarer Kérper und noch mehr 
als dieser das Prozentverhaltnis zwischen Gesamt-N und Rest-N der 
réntgenbestrahlten und 15 Minuten nach der Bakterieninjektion ge- 
téteten Meerschweinchen wieder eine gewisse Anniherung an die 
entsprechenden, bei normalen Meerschweinchen gefundenen Werte 
ergibt, zeigt die Betrachtung der prozentualen Zunahme der Breie 
an nichtkoagulierbarem Stickstoff bei der postmortalen Autolyse und 
Proteolyse ein wesentlich anderes Verhalten als bei normalen Tieren: 
im Brei solcher Tiere erleidet die postmortale Autolyse eine aus- 
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gesprochene Hemmung, die Proteolyse ist ebenfalls, allerdings geringer 
als die Autolyse, gehemmt. Die postmortale Proteolyse des Lungen- 
breies dagegen ist deutlich gesteigert. Die Werte zeigten gréBere 
Schwankungsbreite als in den eingangs berichteten Versuchen, was 
wohl in der Verschiedenheit der Gesamt- und der Organdisposition 
der Tiere bakteriellen Infekten gegeniiber seine Erklirung findet. 
Bevor iiber die zu dieser Versuchsreihe gehérigen serologischen Befunde 
berichtet wird, sollen erst die Resultate im Ablauf der postmortalen 
Autolyse und Proteolyse im Organbrei réntgengeschddigter M eerschweinchen. 
die 60 Minuten nach Injektion des ,,Antigens* getétet wurden, wieder- 
gegeben werden. 

Aus dem Prozentverhaltnis zwischen Gesamt-N und Rest-N ergab 
sich bei dieser Versuchsreihe, daB der Ablauf der intravitalen Leber- 
autolyse nicht mehr gestért ist bzw. ein gewisses Gleichgewicht wieder- 
erlangt hat. Dagegen ist die postmortale Autolyse und Proteolyse 
der Leber und Lunge bei den Meerschweinchen, die 60 Minuten nach 
Injektion der Bakterienaufschwemmung getétet wurden, noch immer 
deutlich gehemmt. Aus den Kontrollversuchen ergab sich jedesmal 
eine deutliche Hemmung der postmortalen Autolyse und Proteolyse 
des Leberbreies, eine geringe Hemmung der Autolyse des Lungenbreies 
und eine maBig gesteigerte Proteolyse des Lungenbreies. 

Zusammenfassend kann gesagt werden: Réntgengeschadigte Meer- 
schweinchen zeigen unmittelbar nach parenteraler Zufuhr artfremden 
EiweiBes einen etwas tiber die Norm gesteigerten intravitalen EiweiB- 
abbau der Leber. Die postmortale Autolyse des Leberbreies ist auBer- 
ordentlich gehemmt, sistiert fast. Etwas schwicher, aber noch immer 
deutlich gehemmt ist die postmortale Autolyse des Lungenbreies. 
In gleichem MaBe wie die postmortale Lungenautolyse ist die post- 
mortale Leberautolyse gehemmt. Dagegen ist die postmortale Lungen- 
proteolyse maBig gesteigert. 

Nach einer Stunde bereits hat bei solechen Meerschweinchen der 
intravitale EiweiBabbau, der in dem Prozentverhaltnis zwischen 
Gesamt-N und Rest-N seinen Ausdruck findet, wieder normalen Umfang 
angenommen. Im Gegensatz hierzu ist die postmortale Leberautolyse 
zwar wieder in Gang gekommen, zeigt aber noch immer langsamen 
Verlauf. Ahnlich die postmortale Autolyse der Lunge, deren Ablauf 
sich schon ihrem normalen Verlauf naihert, waihrend die postmortale 
Proteolyse des Lungenbreies noch immer gesteigert ist. Wenn es zu- 
lassig ist, aus dem Verlauf der postmortalen fermentativen Vorgange 
Riickschliisse auf das Geschehen im lebenden Organismus zu ziehen, 
so stimmen diese Befunde gut mit denen iiberein, die Oeller (1. c.) fiir 
den Ablauf zellreaktiver Vorginge im histologischen Bilde nachweisen 
konnte. Dem Vermégen der Lungenendothelien, das parenteral zu- 





352 R. Herzger: 


gefiihrte Fremdmaterial schon nach wenigen Minuten zur Haftung 
zu bringen bei Tieren, bei denen die fortgesetzte Réntgenbestrahlung 
noch nicht die zellreaktiven Vorgange in ihrem Ablauf geschadigt hat. 
steht eine deutliche Steigerung der postmortal nachweisbaren proteo. 
lvtischen Fahigkeit des Lungenbreies zur Seite. Der gesteigerte intra. 
vitale EiweiBabbau in der Leber hat vielleicht eine plétzlich einsetzende 
..Bindung* der autolytischen und postmortal proteolytisch wirksamen 
Fermente im Gefolge. DaB die parenterale Zufuhr von kérperfremdem 
KiweiB aber eine Beanspruchung des gesamten proteolytisch wirk. 
samen Fermentsystems darstellt, zeigt die Hemmung der post. 
mortalen Autolyse nicht nur in der Leber, sondern auch in der Lunge 

Bei diesen Versuchsreihen wurde immer auch das Serum in gleicher 
Weise wie bei den eingangs beschriebenen Versuchsreihen untersucht 

Beim Hamolyseversuch fand sich durchweg sowohl 15 wie 60 Minuten 
nach der Bakterieninjektion gegen Hammelblut keine, und gegen 
Hammelblut und Ambozeptor véllige Hamolyse. 

Hinsichtlich der Proteasewirkung im Serum dieser Tiere ergah 
sich folgendes Bild: 

Ausfall der Tryptophanprobe nach 24stiindiger Digestion im 
Brutechrank bei Ciena eared Tieren: +++4, 4 

Bei Secon. taenntidhlietes Meerschweinchen, die 15 Minuten 
nach parenteraler Zufuhr von artfremdem Eiweif a 
aufschwemmung) getétet wurden: +-+-, + +., 4+-,+,-+ —,—,—-, 

Die Tryptophanprobe im Serum iniiatitieadaittenn: Meer. 
schweinchen, die 60 Minuten nach parenteraler Zufuhr von artfremdem 
EiweiB getétet wurden, ergab folgenden Ausfall: +-+-+-, ++, 
+,4+,+,-—,—-—, —, —, d. h. das Serum von unmittelbar nach der 
Antigeninjektion getéteten Tieren entfaltet nur noch bis zu einer 
Verdiinnung von 1: 40 eine deutliche proteolytische Wirkung, die in 
Verdiinnung | : 80 kaum noch erkennbar ist. Bei den nach 60 Minuten 
getéteten Tieren ist der EiweiBabbau bis zum Tryptophan noch nach. 
weisbar bis zu einer Verdiinnung von |: 160. Aus diesen Resultaten 
ist ersichtlich, daB die Unterschiede der proteolytischen Kraft des 
Serums zwischen den einfach réntgengeschidigten Tieren und den 
Tieren dieser Versuchsreihen nicht sehr groB sind. Es scheint aber 
doch mit der ausgesprochenen Hemmung der postmortalen Autolyse 
der Organe réntgengeschadigter, kurz nach parenteraler Einverleibung 
der Bakterienaufschwemmung getiteter Tiere gleichzeitig ein geringes 
Absinken der Serumproteasewirkung parallel zu gehen und, wenn 
nach 60 Minuten die postmortale Autolyse nur noch geringe Hemmung 
aufweist, auch die Serumproteasen wieder eine der Norm genaherte 
Wirksamkeit zu entfalten. 
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In den Seren dieser Tiere wurde gleichzeitig noch der antitryptische 
fiter bestimmt. Ich habe mich dazu einer von Schierge (|. c.) modi- 
fizierten Ausfiihrung bedient, die von der Fuld-Grossschen Methode 
und der von v. Bergmann und Meyer (26) angegebenen Technik etwas 
abweicht. 

Es werden zur Bestimmung des Titers bendétigt: 

A. lprom. Sodalésung, 
B. lprom. Trypsinlésung in lprom. Sodalésung, 
C. lprom. Caseinlésung in I prom. Sodalésung. 
Zuerst erfolgt die Austitrierung des Trypsins. 
Fiinf Réhrchen werden folgendermaBen gefiillt : 





0,4 0,2 0,1 Trypsin sung 

1,6 1,8 1,9 Sodalosung 

05 O05 O05 physiol. Kochsalzl sung 
1.5 15 15 Caseinlisung 


15 Min. im Wasserbad bei 
37,0° C 


Nach 15 Minuten fallt man mit Alkohol-Essigsaurelésung (50,0 Alkoho! 
- 50,0 Aqua dest. + 0,5 Eisessig). Dasjenige Réhrchen (im angegebenen 
Beispiel 4), in welchem gerade eben noch keine Flockung auftritt, ist das 
Testréhrehen. Vom Serum wird jetzt eine Verdiinnungsreihe derart her- 
1 1 1 


gestellt: */sa, */s99» */ae0» */soo bis */esoo- 


Eine Reihe Réhrchen werden nun mit der im Vorversuch ermittelten 
lestldsung beschickt und dann, mit schwachster Konzentration beginnend, 
das verdiinnte Serum zugesetzt.. Wiederum 15 Minuten Wasserbad und 
Alkoholfallung. Zeigen jetzt eine Reihe Réhrchen Flockung, so deutet dies 
auf Hemmung der tryptischen Wirkung. Zwei Réhrchen, Nr. 9 und 10, 
werden statt mit Serum mit physiologischer Kochsalzlésung beschickt 
und dienen zur Kontrolle, da8 nach 12 Minuten noch keine, aber nach 15 Mi- 
nuten schwache Fallung eintritt. 

Unter Benutzung der angefiihrten Methode zeigte sich, daB die 
antitryptische Wirkung des Serums  réntgengeschidigter Meer- 
schweinchen bedeutend erhéht ist gegeniiber normalem Meerschweinchen- 
serum. Wahrend normales Meerschweinchenserum nur etwa bis zu 
einer Verdiinnung von 1: 100 bei einer Testlésung von 0,2 Trypsin 
den Abbau der lprom. Caseinlésung hemmt (schwache Triibung, 
keine eigentliche Flockung), erstreckte sich die antitryptische Wirkung 
des Serums réntgengeschadigter Meerschweinchen bis zu einer Serum- 
verdiinnung von | : 3200. 

Da nun durch die Untersuchungen Rosenthals (27) erwiesen scheint, 
daB die antitryptische Wirkung normaler und pathologischer Seren 
bedingt ist durch ihren natiirlichen Gehalt an Eiwei®bkérpern, so 
stimmt der Ausfall meiner Versuche mit der zu erwartenden Wirkung 
iiberein. Wie aus dem Vorangegangenen ersichtlich, hat die wiederholte 
Réntgenbestrahlung einen gesteigerten EiweiBabbau in den Organen 
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zur Folge. Im Serum angehaiufte Spaltprodukte hemmen aber nach 
Bayliss (28) die Wirkung des entsprechenden Ferments wegen de 
Reversibilitat der Enzymreaktion und wegen Adsorption des Ferments 
an die Abbauprodukte. Fiihrt man nun solchen réntgenbestrah|ten 
Meerschweinchen parenteral Tetragenus zu und tétet die Tiere nach 
15 Minuten, so zeigt sich eine stark antitryptische Wirkung bis zy 
einer Scrumverdiinnung | : 6400, bei einer Testlésung von 0,1 Casein 

Entsprechend vorbehandelte Tiere, nach 60 Minuten getétet, ent 
falten im Serum stark antitryptische Wirkung bis zu einer Verdiinnung 
von | : 100, die aber bei gleicher Testlésung nur bis zu einer Verdiinnung 
von 1: 800 deutlich ist. Es ergibt sich demnach, daB bei réntgen 
geschidigten Meerschweinchen, denen Tetragenus intravenés injiziert 
worden ist, 15 Minuten nach der Injektion der antitryptische Titer 
sehr stark erhéht ist, wihrend sich nach 60 Minuten eine deutliche 
Hemmung der antitryptischen Wirksamkeit zeigt. Der Ausfall diese: 
Versuche erinnert an das Verhalten des antitryptischen Titers im 
Serum von anaphylaktischen Meerschweinchen. 

(Eine wesentliche Erhéhung des antitryptischen Titers im Serum des 
anaphylaktischen Tieres ist von Rusznyak (29) nachgewiesen.) Pfeiffer und 
Jarisch (30) fanden die gleiche Erscheinung bei Vergiftung mit natiirlichem 
Rinderhimolysin. AuBerdem konnten Pfeiffer und de Crinis (31) fest 
stellen, daB in der ersten Periode des anaphylaktischen Schocks von mit 
EiereiweiB vorbehandelten und nachgespritzten Meerschweinchen cas 
hemmende Vermégen des Serums dieser Tiere das normaler Tiere iibertrifft 
Danach folgt ein Absinken des Gehalts der Seren an EiweiSspaltprodukten 
und parallel damit ein Absinken des Hemmungsvermégens. SchlieBlich 
folgt wiederum ein tertiirer Titeranstieg, der zeitlich mit dem Erholen der 
Tiere zusammenfallt. ‘Dementsprechend wiirden die Seren meiner nach 
15 Minuten getéteten Tiere in die erste Periode des gesteigerten anti 
tryptischen Titers, die Seren der nach 60 Minuten getéteten Tiere bereits in 
die zweite Periode, die mit einer Hemmung der antitryptischen Wirkung 
einhergeht, fallen. 


Aus dem Verhalten des antitryptischen Titers im Serum meiner 
Tiere, sowie aus allen vorhergehenden Versuchen geht hervor, daB sich 
mehrfach réntgenbestrahlte Meerschweinchen in vieler Hinsicht ahnlich 
verhalten wie sensibilisierte bzw. immunisierte Tiere. Jede aufeinander 
folgende Réntgenbestrahlung hat eine Beeinflussung des intrazellularen 
Stoffwechsels im Sinne eines gesteigerten EiweiBabbaues, der sich 
schon in der hochgradigen Zerstérung der Leucocyten zeigt, zur Folge 
Der Nachweis der Réntgenstrahlenwirkung auf das kérperliche Eiweib 
ist durch zahlreiche Untersuchungen erbracht worden. 


Klopstock berichtet von einer Abnahme des Albumins und Zunahine 
der Globuline (32). Neuberg und Schwarz (33) fiihren die biochemischen 
Lichtwirkungen auf physikalische Verainderungen des EiweiBes unter dem 
Einflu8 von Photokatalysatoren (Metallsalze als Sensibilisatoren) unter 
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otooxydation des EiweiBes hat Gaffron (34) unter Warburgs Leitung 

tatigt. Falta (35) gibt als derartige Sensibilisatoren Galle, Cholin usw. 
an. Schinz (36) hat gefunden, daB nach Bestrahlung der Viskositatswert 
des Serums sinkt infolge Dispersitaétsverinderung der EiweiBkérper, daB 
nach Bestrahlung eine absolute und relative Abnahme der Albumine, eine 
absolute und relative Zunahme der Globuline nachweisbar ist. Nach 
Miiller (37) ist es méglich, Zellzerfallsprodukte durch den Lawen-Trendelen- 
hurgschen Froschversuch am Blutserum und Plasma bei Versuchstieren 
und Menschen nach groBen Bestrahlungen nachzuweisen. Diese Zerfalls- 
produkte treten bald nach der Bestrahlung auf und erreichen ihr Maximum 
nach 36 Stunden und verschwinden am dritten oder vierten Tage wieder. 


Mitbeteiligung von Sauerstoff zuriick. Diese von Neuberg nachgewiesene 
PI 


Wie nun die Wirkung auch zustande kommen mag, Zellzerfalls- 
produkte und EiweiBspaltungen nach Réntgenbestrahlungen sind von 
mehreren Seiten nachgewiesen worden. Ich glaube nun, durch meine 
Versuche den Nachweis erbracht zu haben, daB mehrfach réntgen- 
bestrahlte Meerschweinchen in ihrem biologischen Verhalten, nach- 
gewiesen am Ablauf der postmortalen Autolyse ‘und Proteolyse des 
Leber- und Lungenbreies, an den Schwankungen der Serumprotease- 
wirkung und des antitryptischen Titers sich so verhalten wie Tiere, 
die durch parenterale Zufuhr kérperfremden Eiweibes sensibilisiert 
wurden, so daB bei nachtraglicher Einverleibung einer Bakterien- 
aufschwemmung makroskopisch und biologisch anaphylaktoide Reak- 
tionen auftreten. Offenbar treten beim intravitalen EiweiBabbau nach 
Réntgenbestrahlung im Kérper der Tiere Spaltprodukte auf, die in 
ihrer Wirksamkeit eine gewisse Labilitat des Organismus zur Folge 
haben, so daB die intravenése Bakterieninjektion einen Reiz darstellt, 
der die sofortige Auslésung von Symptomen einer Peptonvergiftung 
baw. eines leichten, aspezifisch anaphylaktischen Schocks [Brack (38)] 
hervorruft. Hiermit laBt sich gut vereinbaren, daB im histologischen 
Bilde schwach réntgengeschidigte Meerschweinchen ein etwas ge- 
steigertes zellulires Bindungsvermégen fiir Bakterien, Hiihnerblut- 
kérperchen usw. zeigen. Findet doch durch die wiederholte Bestrahlung 
eine wiederholte Umwandlung von Albuminen und Globulinen statt, 
die ihrerseits nach den Untersuchungen von Hamburger, Hober usw. 
die Adsorption und dadurch die Phagocytose erhéhen. Auf Grund 
der angegebenen Resultate habe ich noch einige Orientierungsversuche 
angestellt, ob sich etwa eine echte Réntgen-Réntgenanaphylaxie mit dem 
typischen Symptomenkomplex eines anaphylaktischen Schocks aus- 
lésen lieBe, ohne daB iiberhaupt EiweiB von auBerhalb des Kérpers 
eingefiihrt wiirde. Ich hatte zu diesem Zwecke Meerschweinchen an 
drei aufeinander folgenden Tagen durch Réntgenbestrahlung  sensi- 
bilisiert (Leucocyten 500). Sodann 14 Tage nach der letzten Bestrahlung 
— die Leucocyten waren wieder auf 1000 pro lemm gestiegen — 
noch einmal bestrahlt und die Tiere unmittelbar danach getétet. AuBer- 
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lich zeigten die Tiere in keiner Weise das typische Bild eines Schocks 
Es ergab sich als Prozentverhaltnis zwischen Gesamt-N und Rest-N 
der Wert von etwa 10.2 Proz. Ein Wert, der nach dem Vorausgegangenen 
auf eine um ein Geringes gesteigerte intravitale Leberautolyse deutet 
und nicht dem entspricht, was man in einem typischen anaphylaktischen 
Schock erwarten muBte [Pick und Hashimoto (39)|. Ebenso erhielt 
ich hinsichtlich der postmortalen Leber- und Lungenautolyse in mehreren 
Versuchen keine iibereinstimmenden Ergebnisse, da ich im entsprechen 
den Brei teils eine Hemmung, teils eine Steigerung der postmortalen 
Autolyse fand. Dieses negative Resultat lat sich wohl damit erkliren 
daB die 14 Tage nach der Sensibilisierung durch Réntgenbestrahlung 
vorgenommene einmalige Bestrahlung einen viel zu geringen Reiz 
darstellt, als daB dieser zur Auslésung anaphylaktischer Reaktionen 
fiihren kénnte. Tritt doch auch das typische Bild der Anaphylaxie 
dann besonders hervor, wenn zur Auslésung des Schocks groBe Dosen 
des Antigens in den Kreislauf des mit kleinen Dosen sensibilisierten 
Tieres eingefiihrt werden. 

Zusammenfassend glaube ich, aus den von mir angestellten Ver- 
suchen schlieBen zu kénnen, daB die nach mehrfach wiederholte: 
Réntgenbestrahlung auftretenden Fermentreaktionen nicht die Folge 
der direkten Strahlenwirkung im Sinne eines leistungssteigernden 
stimulierenden Reizes ist, sondern die Folge einer Proteinwirkung 
die auf dem indirekten Wege iiber Zellverfall durch die auftretenden 
Zellverfallsprodukte ausgelést wird. Da unter gewissen Voraussetzungen 
durch starke Bestrahlung sich im Experiment zeigen laBt, dab eine 
Reihe von fermentativen Vorgingen im Sinne einer Peptonvergiftung 
beeinfluBt werden, liegt es nahe, auch den Réntgenkater als eine Pro 
teinkérperwirkung, a!s eine Art proteoklastischer Autointoxikation 
aufzufassen, wie es von einigen Autoren [ Miiller, |. c., Bernhard (40 
und Kohlmann (41)] bereits geschehen ist. 

Kohimann z. B. hat beobachtet, daB der Réntgenkater um so starker 
auftritt, je mehr Abbauprodukte durch Zellzerfall in den Kreislauf gelangen 
(z. B. bei Bestrahlung zerfallender Mediastinaltumoren). Bestrahlung 


der Milz, Lymphdriisen und anderer blutreicher Organe soll nach Kohlmann 
einen Réntgenkater bewirken, der offenbar zentral ausgelést wird. 


DaB daneben trotzdem Verinderungen im Wasser- und Salz 
haushalt fiir die Genese dieses Symptomenbildes wichtig sind, ist 
durchaus wahrscheinlich. So ist mir aus bisher nur teilweise veréffent- 
lichten Versuchen Déllkens (42) bekannt, aaB durch entsprechende 
Kationen- und Anionenpraparierung von Kaninchen und Meer 
schweinchen nach parenteraler Einverleibung eines Indikators von 
pharmakologisch unwirksamer Dosis sich experimentell anaphylaktoic« 
Zustinde auslésen lassen, die im Symptomenbild und in der graphisch 
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registrierten Beeinflussung der Vagusdepressorerregbarkeit véllig denen 
typisch anaphylaktischer Tiere gleichen, d. h., daB sich durch ent- 
sprechend gewahlte Beeinflussung des Kationengleichgewichts Sym- 
ptomenbilder erzielen lassen, die durchaus denen einer Proteinkérper- 
wirkung bzw. Anaphylaxie analog sind. 


Zusammenfassung. 
Es wurde gefunden: 
. daB die postmortale Autolyse und Proteolyse (einer zugesetzten 
5proz. Wittepeptonlésung) des Leber- und Lungenbreies réntgen- 
geschidigter Meerschweinchen erheblich gesteigert ist; 


daB das Serum dieser Tiere eine um ein Geringes tiber die Norm 
gesteigerte proteolytische Wirkung entfaltet und der anti- 
tryptische Titer héher ist als der der Seren normaler Tiere; 


daB das Serum réntgengeschadigter Meerschweinchen im Hamo- 
lyseversuch keinen Unterschied gegenitber dem Serum von 
Normaltieren zeigt. 

Es konnte kein EinfluB einer einmaligen Bestrahlung in vitro 
auf den Ablauf der Autolyse und Proteolyse normaler Breie festgestellt 
werden 

Ein Zusatz von Serum mehrfach réntgenbestrahlter Meerschweinchen 
zum Organbrei normaler Tiere steigert die postmortale Autolyse nicht, 
sondern hemmt deren Ablauf. 

Werden diesen réntgenbestrahiten Meerschweinchen Bakterien 
(Tetragenus) injiziert und die Tiere 15 Minuten nach der Injektion 
getétet, so verhalten sich die Organbreie ahnlich wie die anaphylaktischer 
Tiere, d. h. die postmortale Leberautolyse wird stark gehemmt und 
kommt fast zum Stillstand (absteigend weniger stark gehemmt ist 
die postmortale Proteolyse der Leber und die postmortale Autolyse 
der Lunge, wohingegen die postmortale Proteolyse der Lunge etwas 
gesteigert ist). Gleichzeitig werden die Serumproteasen in ihrer Wirkung 
gehemmt, der antitryptische Titer stark erhéht. 

60 Minuten nach der Injektion getétet, zeigen die Tiere bereits 
wieder gewisse Zeichen der Erholung. Postmortale Leberautolyse und 
Proteolyse sind noch immer deutlich, aber schwicher als im vorher- 
gehenden Falle gehemmt. (Die postmortale Lungenautolyse hat fast 
normalen Ablauf erreicht, die postmortale Lungenproteolyse ist noch 
immer gesteigert.) Im Serum macht sich eine deutliche Hemmung 
der antitryptischen Wirkung geltend. — Ein anaphylaktischer Schock 
durch Sensibilisierung mit dem bei der Bestrahlung im Kérper selbst 
zerfallenden Eiwei8 konnte nicht erzeugt werden. 
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Bemerkungen zu den methodischen Angaben von Lorber 
in Bd. IS], Heft 4/6, 1927. 


Von 
Ludwig Pineussen. 


(Eingegangen am 14. Marz 1927.) 


Lorber macht auf Fehler aufmerksam, die sich in meiner .,Mikro 
methodik** angeblich finden. Es ist hierzu zu bemerken: 

1. Bei der Bestimmung der Acetessigsdure habe ich genau angegeben, 
da8 das praformierte Aceton bei Zimmertemperatur abzudestillieren ist. 
DaB bei héherer Temperatur und saurer Reaktion Acetessigsiure zerfallt, 
braucht wohl keine Erwahnung. 

2. DaB® fiir die kolorimetrische Bestimmung des Eisens als Rhodan- 
eisen die Aciditat wichtig ist, diirfte wohl Allgemeingut der Chemiker 
sein. Aus diesem Grunde gebe ich eine der zu untersuchenden Probe ent- 
sprechende Ansaiuerung der Testlésung an, die diesen Fehler eliminiert. 

Ich bin stets dankbar, wenn ich auf irgend einen Fehler aufmerksam 
gemacht werde, kann aber andererseits wohl verlangen, da8B man meine 
(Angaben erst genau liest, bevor man sie — wie in diesem Falle — kritisiert. 








Uber die Empfindlichkeit vitaminarm ernihrter Tiere 
gegen Arsenverbindungen. 


Von 
Alexander Gros. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Wiirzburg. ) 


(Eingegangen am 15. Marz 1927.) 


Einleitung. 


Obwohl die Literatur tiber Vitamine schon heute nahezu un 
iibersehbar ist, scheint die Frage nach den Beziehungen der Avita 
minosen zur Resistenz gegen Arzneimittel und Gifte noch kaum in 
Bearbeitung genommen zu sein. 


Immerhin finden sich bereits mancherlei Hinweise auf den Zusammen 
hang zwischen Ernahrung und Arzneiwirkung verschiedenartiger Medika 
mente. So haben sich Storm van Leeuwen und F. Verzdr (1) mit der Frag 
der Empfindlichkeit vitaminarm bzw. vitaminfrei erndhrter Tiere gegen 
verschiedene Gifte befaBt. Sie benutzten Hiihner und Katzen; erstere 
wurden einige Wochen lang mit poliertem Reis, letztere ausschlieBlich mit 
Fleisch, das alkalisch gemacht und im Autoklaven 3 Stunden lang aut 
120° erhitzt worden war, ernihrt. Bei diesen Tieren kam es zu Erscheinungen 
die in erster Linie auf das Fehien von ,,B‘‘-Vitamin zuriickzufiihren waren. 
wenn auch ein gewisser Mangel an anderen Vitaminen im Spiel sein diirfte 
Es trat bei Hiihnern und bei Katzen nach vitaminfreier Kost eine vol! 
ausgepragte Polyneuritis auf. Gepriift wurden Nervengifte, wie Adrenalin 
Histamin, Cholin und Atropin. Als iiberraschendes Ergebnis lie® sich 
feststellen, da®B ein erheblicher Unterschied in bezug auf Blutdruck 
anderungen, Hemmung der Vagusreizung bei Atropin, Verhalten de- 
isolierten Darms und Osophagus nicht eintrat. Im Gegensatz hierzu fanden 
Arloing und Dujourt (2) bei Vitaminmangel an Tauben eine gewisse Em) 
findlichkeit gegen Adrenalin, Atropin, Pilocarpin, Mallein und Phosphor 
Auch nach Ragnar Berg (3) wurde das Krankheitsbild bei avitamindése: 
Tauben durch Injektion von Phosphatgemischen verschlimmert. Dam 
sei auf einen Vortrag (4), dessen Inhalt in der mir zuganglichen Literatw 
nicht erschieenn war, hingewiesen, der ebenfalls die Beziehungen zwischen 
Avitaminosen und verschiedenen Giften behandelt. Sonstige Unter 
suchungen (5) befassen sich mit dem Zusammenhang zwischen Vitami 
mangel zur Funktion der Schilddriise und der Resistenz gegen Acetonitri! 
Auch die Jahreszeit spielt eine Rolle; so fand R. Hunt (6), daB Meer 
schweinchen gegen dieses Acetonitril im Friihjahr und im Sommer an 
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widerstandsfahigsten waren. Bieling (7) berichtet jetzt iiber Versuche, die 
sich auf das Verhalten von Avitaminosen zur Reaktion gegen Tetanus-, 
Botulismus- und Diphtherietoxine bezogen, ferner tiber die Empfanglichkeit 
gegen Milzbrand und Pneumokokken. 

Dabei stellte sich heraus, daB bei unterernaihrten oder vitaminfrei 
ernahrten Ratten gegen Tetanus und Botulismustoxin keine Veradnderung 
in der Reaktion auftrat, wahrend beim Diphtherietoxin die gesunden 
Ratten eine Menge vertrugen, die nahezu doppelt so groB war wie diejenige, 
welche gleich alte, ohne Vitamin ernihrte Tiere tétete. Auch gegen Milz- 
brand und Pneumokokken war eine geringere Widerstandsfahigkeit da. 

Bei diesen Avitaminosen liegen jedoch sicher nicht nur einfache Ver- 
anderungen in den Funktionen des Nervensystems vor, sondern auch 
tiefgreifende Stérungen des Stoffwechsels; deshalb bieten gegeniiber der 
erwahnten Nervengifte die Stoffwechselgifte, wie Phosphor und Arsen, 
ein erhéhtes Interesse. Hier handelt es sich, abgesehen von der allgemein 
biologischen Bedeutung, um ein auch praktisch sehr wichtiges Gebiet; es 
sei nur an die Eichung der Salvarsanpraparate durch Tierversuche und die 
therapeutische Verwendung der Arsenverbindungen in der Medizin er- 
innert. Nach der amerikanischen Priifungsmethode (8) fiir Salvarsan- 
priparate sollen zur Toxizitétsbestimmung nur gut ernaihrte, gesunde, 
weiBe Ratten von 100 bis 150g Gewicht verwendet werden, und zwar 
sollen diese Tiere mit WeiBbrot, zerquetschtem Hafer und Kuhmilch ernahrt 
werden und wéchentlich dazu mageres Fleisch und Kohl erhalten.  Fiir 
Trinkwasser mu stets Sorge getragen werden. 

Seit den sorgfaltigen und grundlegenden Arbeiten von Reid Hunt (9) 
ist die Bedeutung der jeweiligen Kostzusammensetzung fiir die Wirkung 
von Arzneimitteln und Giften wieder erneut in den Vordergrund gestellt 
worden. Besonders amerikanische Autoren haben in wertvollen Arbeiten 
der letzten Zeit dieses nicht nur pharmakologisch, sondern auch arztlich 
wichtige Gebiet weiter ausgebaut. Mit der Toleranz der Arsenikalien bei 
verschieden zusammengesetzter Nahrung befaBt sich eine Studie von 
Hooper, Kollis und Wreight (10). Diese Autoren kamen zu dem Ergebnis, 
daB hungernde Tiere und solche, die einige Tage vor intravenéser Ein- 
spritzung von Salvarsannatrium lediglich mit Zucker gefiittert worden 
waren, sich sehr empfindlich gegen diese Substanzen zeigten; in ahnilicher 
Weise fanden sie ungiinstige Resultate bei Tieren, die nur mit magerem 
Herzmuskelfleisch oder mit Rohrzuckerlésung gefiittert waren, wahrend 
Ermahrung mit WeiBbrot, Hafer und Vollmilch die Resistenz stark erhdlite 
und beispielsweise gegen Nierenschidigungen deutliche Schutzwirkung 
ausiibte. Auch Westrope (11) fand, dab die Darreichung von Milch 24 Stunden 
vor der Salvarsaninjektion die Giftwirkung auf ein Minimum reduziere. 
Fiitterung mit mittelfettem Fleisch scheint bei Hunden zum Auftreten 
schwerer — der akuten gelben Atrophie vergleichbaren Leberschadigung 
durch tédliche Salvarsandosen zu disponieren. Diese Autoren fanden bei 
den in oben erwahnter Weise ernadhrten Tieren bei der Sektion die Lungen 
édematés ausgedehnt; auch die Diinndarmschleimhaut war geschidigt. 
An den Nieren fanden sich zahlreiche Blutungen und als charakteristisches 
Zeichen Nekrose der Harnkandlchenepithelien. An der Leber zeigte sich 
Kernschwund der Zelle und zentrale Leberlappchennekrose. 

DaB auch beim Menschen die Ernéihrung nicht ohne Einflu®8 auf den 
Charakter der Salvarsantherapie und ihre Wirkung ist, wurde schon friih- 
zeitig erkannt und deshalb dem Ernahrungszustande des Patienten bei 
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dieser Therapie erhéhte Aufmerksamkeit geschenkt. So ist es bekannt, 
daB AlkoholmiBbrauch die Empfindlichkeit des ganzen Organismus gegen 
Gifte jeglicher Art, besonders aber auch gegen das Salvarsan erhéht. Aus 
Versuchen, die Jacobsohn und Sklarz (13) am Kaninchen vornahmen, 
schlossen sie, da8 man die Giftigkeit des Salvarsans durch Kaliumvorbehand 
lung erhéhen konnte, und haben deswegen die zahlreich auftretendey 
Schadigungen in der Nachkriegszeit zuriickgefiihrt auf eine calciumarme 
und kaliumreiche, fast einseitige, vegetabilische Nahrung; diese Schadi 
gungen bestanden hauptsachlich in Lebererkrankungen und Dermatitiden 
[Jacobsohn und Sklarz (14)]. Zieler (15) konnte in den Kriegsjahren und 
in der Zeit nach dem Kriege beobachten, da8 die Exantheme weit haufiger 
und 6fter auftraten, als es friiher bei der Salvarsantherapie der Fall war, 
und bezog dies auf die unzureichende einseitige Ernahrung und die damit 
verbundene herabgesetzte Widerstandsfaihigkeit des Kérpers. In ahnlicher 
Weise ist fiir den Ikterus, der wahrend dieser Zeit sehr oft sich zeigte, dic 
qualitativ und quantitativ minderwertige Kriegskost verantwortlich 
gemacht worden [Albu (16)]. Sechadigungen, die manchmal auch beim 
Gesunden nach Salvarsaninjektionen vorkommen, aber verhaltnismaBig 
harmloser Natur sind und schnell wieder vergehen (Herxheimersche Re- 
aktion), pflegen bei ernihrungsgestérten Patienten reichlicher und in 
stirkerem MaBe aufzutreten [Diinzelmann-Wolde (17)], ebenso wie sich in 
Bezug auf Salvarsan bei den schlecht oder nur einseitig ernaihrten Saug.- 
lingen leichter Magen- und Darmstérungen einstellen als beim kraftiz 
ernaihrten Kinde. 

Aus all diesen Versuchen kommt man zu der SchluBfolgerung, dat 
bei Verabreichung von Medikamenten, besonders der Arsengruppe, ein 
geeignete Ernaihrung von gré8ter Bedeutung ist. 


Eigene Untersuchungen. 


Es war von besonderem Interesse, nun zu priifen, ob und wieweit 
sich Tiere, denen bestimmte Vitamine in der Nahrung entzogen wurden 
gegen Arsenikalien anders verhielten als die normal ernaihrten Kontroll- 
tiere. Zu diesem Versuch wurden eigene Versuche an wachsenden 
weiben Ratten vorgenommen, die wihrend eines Monats mit ein- 
seitiger Kost vorbehandelt waren. Diese Versuchstiere erhielten hierzu 
taglich eine Kost, die von Mc Collum (18), Simmonds, Shipley und Park 
angegeben ist und sich im hiesigen Institut in zahlreichen Versuchen 
sehr gut bewihrt hat. Die Futtermischung, die gleichzeitig schwere 
Keratomalacie und Rachitis erzeugt, besteht aus: 

40,0 Haferflocken, 

5,0 Casein Hammarsten, 
1,0 Chlornatrium, 

3,0 Kohlensaurer Kalk, 
51,0 Dextrin. 

Wichtig ist insbesondere hier der héhere Gehalt an Kalk; denn 
geringere Zusiatze von Calciumcarbonat erzeugen nur schwere Kerato 
malacie, aber keine rachitischen Erscheinungen, wie Rosenkranz. 
Auftreibung der Epiphysenenden der Réhrenknochen und Skoliose 








det \ 
bei di 
de nh. 

abnal 
Einve 
erste 
den ° 


Ham 


IS 
19 
20 
21 


Tier 
etwe 
der 
Nr. 
nacl 
Rei 
erse 
192 
kon 


erhe 
heft 
Unt 
gru 
Kon 
von 
ern 
voll 
losi 


Zu 





Empfindlichkeit vitaminarm ernahrter Tiere. 363 


der Wirbelsaule. Nach Ablauf von 3 Wochen konnte man denn auch 
bei diesen Tieren Augenerkrankungen (Xerophthalmie), ferner schleppen- 
den, miiden Gang, Verkriimmung der Wirbelsaule und geringe Gewichts- 
Bei diesem Zustand der Tiere wurde mit der 
Kinverleibung der verschiedenen Arsenverbindungen begonnen. Als 
erste Substanz wurde die Wirkung der arsenigen Saure gepriift, die 
den Tieren in einer | proz. Lésung subkutan eingespritzt wurde. Nach 
Hammett-Miiller (19) betrigt die tédliche Dosis fiir weiBe Ratten 8 mg 


abnahme feststellen. 


|. Versuche mit arseniger Saure (1 proz. subkutan). Zeit: 28. Juli 1926; 


nachmittags 12 Uhr. 





Kérpergewicht 
7 


mg/kg 


Injizierte Menge 


me 


Erscheinungen 


A. Normale Tiere. 
0.6 Keine Krankheitserscheinung ; 
3 Monate itiberlebt 
O8 Geringe Schwiche; iberlebt 
3 Monate 
O.85 Schwache etwas ausgepragter 
uberlebt 3 Monate 
1.65 + 5h10’; also 5 Std. 10 Min. nach 
: der Einspritzung 
2.0 + 5h, also 5 Std. nach der Ein- 
spritzung 
B. Kranke Tiere. 
(Zeit: 29. VIL. 1926, nachmittags 12b), 

75 8 0,62 + 9. VIIL, Tod also nach 11 Tagen 

67 10 0,67 + 5. VIL, Tod alsh nach 7 Tagen 

78 15 1,17 + 4h45’, Tod nach 4°), Std. 

80) 20) 1.6 + 4h30’, Tod nach 41/4 Std. 
Normaltier 9 zeigte absolut keine Verdinderung; bei dem gesunden 
lier 10 konnte man ebenfalls nur wenig sehen; es war wohl 2 Tage lang 
etwas schlafrig und fra weniger, erholte sich aber vom dritten Tage nach 
der Injektion zusehends. Etwas schlimmer war schon der Zustand von 
Nr. 11, das 10 mg/kg K6rpergewicht erhalten hatte. Am Abend des Tages 
nach der Injektion sa8 das Tier erschépft und gleichgiiltig gegeniiber 4uBeren 
Reizen in einer Ecke und fuhr beim Beklopfen des Kiafigs angstlich und 
erschrocken zusammen. Dieser Zustand hielt einige Tage an. Vom 2. August 
1926 an trat dann merkliche Besserung ein und das Tier gesundete voll- 
kommen. 

Die gesunden Tiere 18 und 19, die 15 mg und 20 mg/kg Koérpergewicht 
erhalten hatten, gingen am gleichen Tage zugrunde. Man konnte auBerst 
heftige Zuckungen, Krampfe und Gleichgewichtsstérungen erkennen. 
Unter denselben Erscheinungen gingen die kranken Tiere 20 und 23 zu- 
grunde. Wahrend nun die gesunden Tiere, die 6, 8, 10 mg pro Kilogramm 
Kérpergewicht erhalten hatten, alle am Leben blieben und erst die Dosis 
von 15 mg/kg Kérpergewicht tédlich wirkte, trat bei den vitaminarm 
ernahrten Tieren der Tod schon bei einer weit geringeren Menge ein. Unter 
vollkommener Reaktionslosigkeit auf 4uBere Reize, zunehmender Appetit- 
losigkeit und erheblichen Stérungen beim Laufen, sowie ausgeprigten 
Zuckungen starb vitaminarm 19 mit 10 mg/kg Kdérpergewicht am 
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5. August 1926, vitaminarm 18 am 9%. August 1926. Hier zeigen 
also deutliche Unterschiede in der Widerstandsfahigkeit gegen Arsendose 
Gaben, die beim kranken Tiere tédlich waren, bewirkten beim gesunde 
Tiere nur leichte Vergiftungserscheinungen. 


2. Versuche mit Atoxyl (Il proz. subkutan). Zeit: 27. Juli 1925 





Ne. Korpergewicht —_— Injizierte Menge esbshene 
2 mg 
A. Normale Tiere. 
l 77 50 3,85 Schwiiche; iiberlebt 3 Monat: 
2 86 75 6,45 + 36 Std. nach der Einsprit 
3 116 100 11,6 | 
4 54 125 6,7 Tod innerhalb 12 Std 
5 58 150 8.7 
B. Kranke Tiere. 
26 76 50 3,80 + 10. VIII; Tod nach 14 Tage 
10 S4 75 63 + 12 Std. nach der Einspritzung 
67 58 100 5.8 
28 56 125 70 Tod innerhalb 12 Std. 
68 52 150 7.8 


Bei diesem Mittel betrigt nach Schomberg-Sieburg (20) die gréBte 
tragene Dosis 120 mg/kg Kérpergewicht. 

Bei den vitaminarm ernahrten Tieren 67, 28, 68 konnte man 15 Minute: 
nach der Einspritzung auffallende Ermattung und Erschlaffung feststellen 
sie blieben reaktionslos auf auBere Reize, hielten die Augen fortwahrend 
geschlossen und zeigten deutliche Atemnot (Jygular- und Flankenatmung 
Die gesunden Tiere 3, 4, 5 boten erst 4 bis 5 Stunden spater ahnliche 
Symptome. Gegen Abend war bei beiden Tierarten kein Unterschied melu 
wahrzunehmen, Atmung war kaum noch erkennbar und in der Nacht trat 
dann der Tod ein. Bei der Sektion fand sich starker entziindlicher Stauungs 
prozeB im Magendarmkanal und édematése Auftreibung der Lungen: di: 
iibrigen Organe waren ohne besonderen Befund. 


#in ahnilich schweres Krankheitsbild bot auch noch Ratte 10. Es 
bestand sehr groBe Atemnot und Unsicherheit in den Bewegungen. Sie 
vertrug Seitenlage und ging 12 Stunden nach der Einspritzung zugrunde 
Fast die gleichen schweren Symptome wies das gesunde Vergleichstier an 
nichsten Tage auf; unter Stérungen des Gleichgewichtssinnes erlag es 
24 Stunden spiter als die vitaminarm erndihrte Ratte. Bei dem gesunde: 
Vergleichstier 1 und bei der kranken Ratte 26 konnte man tagelang bis 
zum 2. August dieselben Bilder sehen; beide saBen teilnahmslos im Kafig. 
hatten vermehrte Tranensekretion, geringe FreBlust, struppiges Fell und 
Unsicherheit der Bewegungen. Vom 3. August ab trat eine Anderung ei: 
Wahrend von diesem Tage an das Normaltier sich zusehends erholte, tiichtiz 
fraB, beim Herausnehmen aus dem Kafig Widerstand leistete und zu en® 
schliipfen suchte, wurde das Krankheitsbild bei dem vitaminarm ernahrte: 
Tier 26 immer schlimmer, die Atmung wurde schlechter und oberflachliche: 
Nahrungsaufnahme war anscheinend nicht mehr vorhanden, beim Schiitte!: 
des Kafigs rollte es wie ein lebloser Gegenstand umher, bis es am 10. August 
starb. Auch aus diesen Versuchen scheint hervorzugehen, daB die Wide: 
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standstahigkeit der vitaminarm ernéhrten Tiere gegen Atoxyl herab- 
gesetzt ist. 


Als drittes Mittel wurde die Wirkung des Neosalvarsans gepriift. 
Nach Pearce- Brown (21) betriigt hier fiir das gesunde Tier die héchst 
ertragene Dosis pro Kilogramm Kérpergewicht 0,075 bis 0,1 g 


3. Versuche mit Neosalvarsan (Il proz. subkutan). Zeit: 28. Juli 1926. 





richt I rte M 
N, Korpergewic mg kg nyizierte enge Erscheinungen 
g mg 
A. Gesunde Tiere. 
6 64 59 3.2 Uberhaupt keine Erscheinungen ; 
uberlebt 3 Monate 
7 &3 75 6.2 Erkrankt; nach 5 Tagen Besse 
rung; lberlebt 3 Monate 
8 75 100 7.5 + 30. VIL, Tod nach 2 Tagen 
B. Kranke Tiere. 
11 70 75 5,25 + S&S. VIL, Tod nach 11 Tagen 
q 80 100 8.0 +wW.Vil, . ™ 2 » 


Diese Injektionen muBten sehr schmerzhaft sein, denn die Tiere ver- 
suchten mit Gewalt zu entkommen und schrien laut auf. Am Tage der 
Injektion war keine krankhafte Verainderung zu sehen. Die Tiere waren 
lebhaft, sprangen im Kaéafig auf und ab und nahmen alle Nahrung zu sich. 
Im iibrigen zeigte Normaltier 6 mit 50 mg/kg K6rpergewicht waihrend der 
ganzen Beobachtungsdauer keine pathologischen Erscheinungery. Normal- 
tier 7 erkrankte am zweiten Tage nach der Injektion mit Reaktionslosigkeit 
gegeniiber der Umgebung, Tranentréufeln und feinem Zittern des Kopfes 
Diese Erscheinungen hielten noch einige Tage an, um dann zusehender 
Genesung Platz zu machen. Normaltier 8 mit 100 mg/kg Kérpergewicht 
ging zugrunde. Dieses Tier wies am Tage nach der Injektion AuBerst be 
trachtliche Zeichen der Giftwirkung auf; die Augen hielt es fortwihrend 
geschlossen, lag vollommen apathisch im Kafig und zeigte am ganzen 
Korper dieses eigenartige feine Zittern, das sich im Laufe der beiden folgenden 
Tage noch verstirkte, bis es am 30. Juli gegen Abend unter krampfartigen 
Zuckungen starb. 

Im Gegensatz zu den normal ernahrten Tieren machten sich bei allen 
kranken Tieren gleich am Nachmittag des Injektionstages deutliche Er 
schépfungszustande geltend. Besonders vitaminarm 9% war stark e1 
griffen, das Tier hatte starke Bauchatmung, sal an einer Stelle und hielt 
den Kopf zwischen den beiden VorderfiiBen. 

Ahnlich verhielt sich vitaminarm 11. Am 29. Juli 1926 war das 
Krankheitsbild bei beiden Tieren besonders ausgepragt bei dem kranken 
Tier 9 stark verschlimmert. Atmung war kaum noch zu bemerken, der 
Kopf lag auf der Seite, der ganze Kérper zeigte hier bei diesen Tieren heftiges 
Zittern, das immer starker wurde, bis am 30. Juli 1926 unter lang anhaltenden 
Krimpfen der Tod eintrat. 11 Tage spiéter ging auch vitaminarm 11 
ein; die Lebenszeichen wurden immer schwiacher, die Zuckungen und das 
heftige Zittern verstarkten sich. Das Tier wurde ganz steif und starb am 
8. August 1926. 











366 A. Gros: 


Die Sektion ergab bei sémtlichen Tieren, besonders auffallend be; 
den kranken, eine erhebliche VergréBerung von Leber und Milz, sowie eine 
sehr ausgeprigte Rétung und Schwellung des Magendarmkanals. An dey 
Nieren waren zahlreiche frische Blutungen zu erkennen und mikroskopisc) 
Verinderung der Harnkandlchen. 


Trotz der kleinen Anzahl von Versuchen scheint auch hier eine gerinvere 


Resistenz beim kranken Tiere vorhanden zu sein. 


Zum SchluB wurden die Tiere noch gepriift auf ihre Widerstand: 
fihigkeit gegen Arsacetin. 


Zu diesem Zwecke wurde 0,1 g in 10 cem Aqua dest. aufgeldst, so 
daB 1 cem 10mg entspricht. Wenn auch bei diesen Verbindungen 
Erscheinungen spitestens am Tage nach der Injektion auftraten, so schien 
sich das Gift im Kérper doch nur sehr allmahlich auszubreiten und langsan 
zum Tode zu fiihren; so kam es, daB ein abschlieBendes Urteil dariiber, 
wie die beiden Tiergattungen auf das Arsacetin reagierten, erst nach Wochen 
gesprochen werden konnte und viel mehr Tiere mit steigenden Menge: 
behandelt werden muBten. 


4. Versuche mit Arsacetin. 


A. Normale Tiere. 





Kérpergewicht Injizierte Menge 


Nr. mg/kg Erscheinungen 
. mg 
29. VII. 1926. 
12 87 75 6.52 | Unruhe und Unsicherheit der Be 
13 82 100 89 wegungen; Parese d. Hinterbeine 
14 115 150 172 Spotens vom 1. IX. an; tiberlebt 
o o (,6 3 Monate 

15 100 200 20 + 25. 1X., Ursache fraglich 

6 04 300 30 Ebenfalls Unruhe und Unsicher 
~ "aa 450 42.3 heit der Bewegungen; Parese der 
on op — Hinterbeine starker ausgep-agt 
32 110 500 55 Erholung u. Gesundung v. 1. 1X. an 

3. VIII. 1926. 

33 130 550 71,7 + 18. VIL. nach 15 Tagen 
20 90 6 54.6 {mv 6 OB 
21 115 650 74,0 i+... a 
22 100 700 79,0 mee. em « 
23 90 750 67.5 Cm) Be oo: 
24 95 8” 76,0 (MAA. «w Dow 
25 110 850 93,5 a: Bux Bs 


Da die Injektionsmenge zu gro$S wurde, wurde von nun an eine 5proz 
Losung gespritzt. 
6. VIL. 1926. 


26 130 900 117.0 +19 IX. 
27 100 100 120 + 18. IX. 
28 135 1200 162 +15. IX. 
29 90 1500 135 +11. IX 
30 120 1700 294 + 9. VII. 
31 150 2000 800 + OVI 
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B. Kranke Tiere. 





Kérpergewicht Injizierte Menge 


& my 


Erscheinungen 


29. VII. 1926. 
200 16 i .. Tod nach 37 Tagen 
3” 24 ' -2 « B 
459 40.5 ’ htad gal 
500 39.0 : —_ . 5 
3. VILL 1926. 
85 55D 46 i . Tod nach 14 Tagen 
80 600 48 + 15. : . = 
60 650 39 . : 9 


4. VILL. 1926. 
66 TOO 46.2 
86 750 64.6 
85 800 68 


6. VILL 1926. 
83 900 74,7 VIL, 
98 1090 98 3. VILL, 
84 1200 100.8 Vill. 
60 15” gO VIIL, 
55 1700 93.5 VIL, 


Die Normaltiere waren am folgenden Tage sehr unruhig, kletterten 
auf die Futterkrippe und zeigten schon leichte Kreisebewegungen. Am 
nichsten Tage war diese Unruhe bedeutend starker; auBerdem konnte 
man beim Laufen eine Parese der Hinterbeine beobachten. Am Kopfe 
fiel ein eigenartiges Zittern auf, das sich im Laufe der Wochen iiber den 
ganzen Kérper ausdehnte. Diese Erscheinungen boten die Tiere im gleichen 
Umfang 4 Wochen Jang. Von September an konnte man dann bis Oktober 
fortschreitende Besserung und vollkommene Genesung wahrnehmen. Bei 
den Kontrolltieren 15, 16, 17, 32, die 200, 300, 450 und 500 mg erhalten 
hatten, waren die oben erwahnten Symptome bei weitem starker aus- 
gepragt. Besonders lebhaft zeigten die vitaminarm ernahrten Tiere 17, 
31, 25 und 24, die die entsprechenden Mengen erhalten hatten, diese 
Erscheinungen, bei denen hauptsiéchlich der Tremor am ganzen Kérper 
und die starke Parese der Hinterbeine auffiel. 

Diejenigen Tiere, die von 550mg/kg Kérpergewicht Arsacetin in 
steigenden Mengen erhalten hatten, wiesen allerdings gleich am Tage der 
Injektion 4uBerst anschauliche Folgen der Giftwirkung auf. Starke Manege- 
bewegungen verbunden mit ,,Kopfwackeln“‘ und fast ausgesprochene 
Lihmungen der Extremititen waren die charakteristischen Merkmale. 
Dazu kamen noch die eigenartigen Drehbewegungen. Von den gesunden 
Ratten starb Nr. 25 mit 200 mg/kg Kérpergewicht aus interkurrenten 
Griinden. Die restlichen gesunden Tiere, die von 550 bis 2000 mg/kg Kérper- 
gewicht Arsacetin erhalten hatten, gingen erst nach Ablauf von mindestens 
10 Tagen zugrunde. 

Nur die beiden letzten Ratten, die die hohen Dosen von 1700 und 
2000 mg erhalten hatten, starben am iibernaichsten Tage. Im Gegensatz zu 
den gesunden Tieren zeigten die kranken Tiere die Vergiftungserscheinungen 
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viel deutlicher; auch starben sie an den Folgen des Giftes viel friither als 
die Kontrolltiere, die die gleichen Mengen am gleichen Tage erhalten hatton, 
und endlich gingen die vitaminarm ernahrten Tiere bereits bei einer Dosis 
ein, die bei den gesunden Ratten nur voriibergehende Giftwirkung 7 
Folge hatte. 

Am Ende meiner Ausfiihrungen sind zwecks besserer Ubersicht die 
Resultate der einzelnen Versuche nochmals zusammengestellt. 





Substanz Gesundes Tier Vitaminarm ernahrtes Tier 
Arsenige Saure 8S mg/kg ohne Erscheinungen 8 mg/kg todlic! 
15 ° todlich 
Atoxyl 50) 060 )~=—s schwere Vergiftung, 50 ‘i 
dann Erholung 
Neosalvarsan 75 mg/kg ohne Wirkung oe lw “ 
Arsacetin 300), ohne Erscheinungen 200, - 


550 , todlich 


Zusammenfassung. 


Bei Ratten, die durch vitaminarme Kost an Xerophthalmie und 
rachitischen Erscheinungen erkrankt waren, wurde die Giftigkeit von 
arseniger Saure, Neosalvarsan, Atoxyl und Arsacetin untersucht 
Dabei ergab sich, daB bei diesen Tieren die tédlichen Dosen der ge 
nannten Substanzen niedriger waren als bei gesunden Kontrolltieren 
Auch die Vergiftungserscheinungen waren viel schwerer. Besonders 
deutlich zeigte sich der Unterschied beim Arsacetin. 

Die Versuche geben eine experimentelle Stiitze fiir die Annahme 
daB im Zustande der Avitaminose eine verringerte Widerstandsfahigkeit 
des Organismus vorhanden. ist. 


Literatur. 


1) W. Storm van Leeuwen und F. Verzér, The journ. of Pharmacol. and 
exp. Ther. 18, 293, 1921. 2) F. Arloing und A. Dufourt (zit. nach Ragna 
Berg), ,,Die Vitamine“, 2. Aufl., S. 160, 1927. 3) Ragnar Berg, ,,Div 
Vitamine“, 2. Aufl., 8S. 127, 1927. — 4) M. J. Smith, W. F. Me Closky wii 
E.G. Hendrick, Journ. of pharm. and exper. therap. 27, 251, 1926. 
5) Cameron und Moore, Tsuji, Reid Hunt, Literatur bei C. Funk, .,Die 
Vitamine“, 3. Aufl., 8S. 395, 1924. — 6) R. Hunt, U. 8. publ. health. ser 
1910, bull. 69 (Ragnar Berg), Die Vitamine, 8S. 373. — 7) Bieling, Deutsch 
med. Wochenschr., Jahrg. 53, Nr. 5, S. 182, Nr. 6, 8S. 228, 1927. 
8) Amerikanische Priifungsmethode fiir Salvarsanpréparate (nach Kolle 
Zielers Handb. d. Salvarsantherapie 1, 8.236. — 9) R. Hunt, Bull. 69 
Hyg. Lab. Wash., 8. 11 bis 93, 1910. 10) Charles W. Hooper, Alfred 
C. Collis und Dorothy Wright, The journ. of Pharmacol. and exp. Ther. 15. 
133, 1921. — 11) Westrope (zit. nach Hooper, Collis und Wright), The journ 
of Pharmacol. and exp. Ther. 18, 134, 1921. 12) Caesar, B. Fischer, Desau-. 
Beaux-Lagrave, Boutelier, Barbier, zit. nach Kolle-Zieler, Handb. d. Sa! 





vars 
319, 
Ziel 
Kol 
Wol 
Phy 
Pha 
Am 
Phy 
Che 
d. } 





369 


Empfindlichkeit vitaminarm ernahrter Tiere. 


13) Jacobsohn und Sklarz, ebendaselbst 2, 


vyarsantherap. 1, 165, 1924. — 
1924. — 15) Kolle- 


319, 1924. — 14) Dieselben, ebendaselbst 2, 166, 
Zieler, Handb. d. Salvarsantherap. 2, 119, 1924. — 16) Albu, zit. nach 
Kolle-Zieler, Handb. d. Salvarsantherap. 2, 319, 1924. — 17) Diinzelmann- 
Wolde, ebendaselbst 2, 91 und 93, 1924. — 18) Wilhelm Stepp, Ergebn. d. 
Physiol. 24, 67 bis 70, 1925. — 19) Hammett-Miiller, Novrey Journ. of 
Pharm. and exper. therap. S. 19338. — 20) Schamberg, Journ. of the 
Americ. med. assoc. 78 (6), 402 bis 404, 1922; zit. nach Ber. iiber die ges. 
Physiol. u. exper. Pharm. Rona XII, 1912; Sieburg, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 97, 53, 1916. — 21) Pearce-Brown, zit. nach Kolle-Zieler, Handb. 


d. Salvarsantherap. 1, 189, 1924. 


Biochemische Zeitschrift Band 184. 





Die Stimulationswirkung von Giften auf Pilze 
und das Arndt-Schulzsche Gesetz. 


Von 
Anneliese Niethammer. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der deutschen Universitat 
in Prag.) 


(Eingegangen am 16. Marz 1927.) 


Ubersicht. 


I. Darlegung der Problemstellung und der bekannten Erscheinung 

der Reizwirkung verschiedener Gifte auf die Mycelentwicklung 
von Aspergillus niger und die Gartaitigkeit von Hefe . . . . . 370 
Il. ay aga Pe Ree we take A Ge a ea ce 
Allgemeines. . 372 

: Ergebnisse iiber die ‘Stimulierung der ‘Myoelentwicklung von 
Aspergillus niger durch Giftstoffe. . .......... =. 872 
. Alte und neue Versuchsergebnisse . ............. 374 
. Besprechung . . 379 

1. Autzéihlung der bis ‘Ghia | nic cht gepriften Reizwirkung eilniger 
Gifistoffe ... 379 

2. Die ibereinstimmende w kung eines Reizstoffes bel ver- 
schiedenen physiologischen Prozessen . . mie 25a a ek ee 
3. Stellungnahme zum Arndt-Schulzschen Gesetz ee Veta a tak oe 


PR ee 


I. Darlegung der Problemstellung und der bekannten Erscheinung der Reiz- 
wirkung verschiedener Giftstoffe auf die Mycelentwicklung von Aspergillus 
niger und die Girtitigkeit von Hefe. 


Auf die Anwesenheit der Reizwirkung verschiedener Giftstoffe 
ist man im Pflanzenreich schon verhialtnismaBig friih aufmerksam 
geworden. 


Bereits 1869 konnte Raulin (1) experimentell zeigen, daB das Wachstum 
und die Mycelausbildung von Aspergillus niger durch geringe Dosen von 
Zink weitgehend geférdert werden kann. Der Entdecker dieser Tatsache 
verfiel allerdings in den verhangnisvollen Irrtum, Zink als unentbehrliches 
N&ahrelement aufzufassen und dessen obligatorische Anwendung bei der 
Herstellung geeigneter Nahrlésungen zu fordern. Molisch und Benecke (2) (3) 
konnten bald zeigen, daB Zink in keiner Weise zur normalen Entwicklung 
nétig ist, daB es aber, in geringer Menge gereicht, ausgesprochen ertrac- 
steigernd wirkt. 
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A. Niethammer: Stimulationswirkung von Giften auf Pilze. 


Die Raulinschen Versuche wurden in den spaiteren Jahren wiederholt 
nachgepriift, und immer wieder zeigte sich der stark stimulierende Einflu8 
geringer Zinkmengen auf Aspergillus so pragnant, da® dieser Fall das 
Musterbeispiel einer Stimulationswirkung geworden ist. 

Uber Stimulationswirkungen verschiedener Giftstoffe auf die Gartatig- 
keit von Hefe berichtet H. Schulz (4). Es wurden Metallsalze und organische 
Siuren gepriift. Alle gepriiften Stoffe zeigten, vorausgesetzt, daB sie in 
entsprechender Verdiinnung gereicht wurden, eine einheitliche gdrwngs- 
heschleunigende Wirkung. Schulz verallgemeinert seine Versuchsergebnisse 
sehr rasch und formuliert, obgleich seine Versuche weder an Zahl, noch 
Genauigkeit ausreichten, folgende allgemeine These von weitgehender 
Bedeutung: Jeder Reiz iibt auf die Einzelzelle oder auf einen Zellkomplex 
einen Einflu8 aus, der entweder eine Verminderung oder Vermehrung der 
physiologischen Leistungen bedingt, entsprechend der gréBeren oder ge- 
ringeren Intensitét des Reizes. 

Einige Jahre friiher hatte bereits Arndt (5) iiber die Reizwirkungen 
auf die tierische Zelle berichtet und ahnliche Ergebnisse erzielt, die sich 
in folgenden Satz zusammenfassen lassen: Schwache Reize fachen die 
Lebenstatigkeit an, mittelstarke férdern sie und starke heben sie auf. 

Die an pflanzlichen und tierischen Zellen gewonnenen Erfahrungen 
wurden zusammengefaBt und die gemeinsamen Ergebnisse als das 
Arndt-Schulzsche Gesetz postuliert. 

1896 hebt Hueppe (6) dieses sogenannte biologische Grundgesetz 
noch einmal ganz besonders hervor und propagiert folgenden Wortlaut : 
..DaB jeder Kérper, der in bestimmten Konzentrationen Protoplasma 
tétet und vernichtet, in geringen Mengen die Entwicklungsfahigkeit 
aufhebt, aber in noch geringeren Mengen jenseits eines Indifferenz- 
punktes umgekehrt als Reiz wirkt und die Lebenseigenschaften erhéht.‘ 

Dieses hier formulierte biologische Grundgesetz muB, wenn es 
wirklich ein Naturgesetz ist, auf die verschiedenen Giftwirkungen 
im Pflanzenreich anwendbar sein. Es muB beispielsweise der Gift- 
wirkung verschiedener Stoffe auf die Pilzentwicklung unbedingt bei 
entsprechender Verdiinnung des Giftes eine Reizwirkung gegeniiber- 
stehen. Umgekehrt muB jede Reizwirkung bei héherer Konzentration 
in die Giftwirkung tibergehen. 

Wir wollen nun einmal diesen skizzierten Sonderfall bei der Pilz- 
entwicklung vornehmen, zunichst die Ergebnisse der einschligigen 
Literatur priifen und im AnschluB daran trachten, durch eigene Versuchs- 
berichte das Bild abzurunden. Bei einer derartigen Abhandlung darf 
man es nicht vergessen, auch in benachbarte Gebiete der Biologie 
einen Abstecher zu machen. Gerade in den letzten Jahren ist speziell 
unter medizinischem Gesichtswinkel viel iiber dieses biologische Grund- 
gesetz gearbeitet worden. Natiirlich kénnen hier nur einzelne Angaben 
erfolgen; aber auch diese sind fiir uns nicht unwesentlich, denn jede 
Abweichung von der Allgemeingiiltigkeit trigt dazu bei, dem Gesetz 
seine Daseinsberechtigung zu entziehen. 
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A. Niethammer: 


Il. Literaturiibersicht. 
1. Allgemeines. 


Durch die in jiingster Zeit von Zeller und Rolf Meier vorgenommenen 
Untersuchungen, die eine exakte Nachpriifung der Schulzschen Versuche 
darstellten, wird das ganze Gesetz ins Wanken gebracht (7) (8). Die Nach. 
untersuchungen zeigen, daB die Versuchsanstellung von Schulz mehr als 
mangelhaft war, und daB die daraus resultierenden Ergebnisse keineswegs 
zu so weitgehenden Schliissen berechtigen. Teils konnten bei diesen Nach. 
untersuchungen keine Férderungen festgestellt werden, teils sind sie ganz 
unbedeutend und liegen innerhalb der Fehlergrenzen. Einen vermittelnden 
Standpunkt nehmen die Ausfiihrungen von Joachimoglu (9) ein. Dic 
Schulzschen Versuchsergebnisse an gérenden Hefen konnten auch von ihr 
nicht bestatigt werden, dafiir konnte er aber zeigen, daB einige andere Gifte 
der Schulzschen Regel folgen. Selbstverstandlich wird auch von Joachimogly 
betont, daB diese Ausnahmen bereits geniigen, um die Bezeichnung Geset, 
abzulehnen. Desgleichen unterziehen Frick und Kriiger (10) die Schulzsche 
Formulierung einer strengen Kritik. Sie berichten iiber die Beeinflussung 
des Wachstums von Bacillus prodigiosus durch Réntgenstrahlen. Eine 
starke Strahlendosis wirkt schwer schadigend, eine das Wachstum férdernde 
Intensitét konnte, obgleich das Spannungsbereich sehr weit war, nicht 
gefunden werden. Diese Mitteilungen zeigen abermals ein Versagen der 
Giiltigkeit des Gesetzes, und es wird mit Recht von den Verfassern abgelehnt. 
Heubner (11) ist entschieden dagegen, die Existenz von Reizstoffen zu 
leugnen, ebenso unrichtig ist es aber seiner Ansicht nach, an die Méglichkeit 
von Reizwirkungen bei jedem Stoff zu glauben. Es ist jedenfalls Aufgabe 
der Zukunft, in diese Fragen Klarheit zu bringen. Weiter wird ausgefiihrt, 
da8 man entschieden zwischen Reizstoffen fiir den Stoffwechsel normaler 
Zellen und solcher fiir Zellteilyngsvorginge scheiden muB. Fiir das Vor- 
handensein ersterer ist kein exakter Beweis erbracht, anders ist es mit der 
Stimulierung von Zellteilungsvorgingen. Es ist dabei an die Arbeiten von 
Haberlandt (12) zu denken, in denen gezeigt wird, daB eine Stimulierung 
durch Produkte verletzter Zellen méglich ist. Von da bedeutet es nur einen 
Schritt weiter, wenn auch kérperfremde Stoffe solche Reize bedingen. 


2. Ergebnisse iiber die Stimulierung der M ycelentwicklung von Aspergillus niger 
durch Giftstoffe. 


Da es meine Aufgabe war, die Giiltigkeit des Arndt-Schulzschen 
Gesetzes an dem klassischen Fall von Aspergillus niger zu_priifen, 
ist hier die Literatur liickenlos wiederzugeben. 


Auf die grundlegende Arbeit von Raulin folgt aus dem Pfeffer- 
schen Institut eine eingehende Untersuchung iiber den Einflu8 verschiedener 
Giftstoffe auf die Ertragsvermehrung von Aspergillus niger. Richards (13) 
konnte zeigen, daB die Sulfate folgender Elemente in entsprechenden Ver- 
diinnungen ausgesprochen ertragsteigernd wirken: Zink, Eisen, Kobalt, 
Nickel. Dasselbe gilt fiir Natriumfluorid und Lithiumchlorid. Im AnschluS 
daran wurden auch einige organische Verbindungen, wie Morphium, Amyzg- 
dalin, Cocain und Chloralhydrat, gepriift, die keine Reizwirkung erkennen 
lieBen. Bei den anorganischen Verbindungen konnte also durchweg eine 
Reizwirkung festgestellt werden, dagegen blieb dieselbe fiir die gepriiften 
organischen Verbindungen aus. 





Le 
Konzel 
Liicke 
einsehl 
fassem 
des At 

Ih 
schied 
eine W 
Priifut 
Die A 
auf di 
Beobe 
regem 
lichen 
da hi 
suche 
sulfat 
Seine 
wach: 

Zusa\ 
Sehh 
sie sé 
wird, 
nicht 


neue 


Einf 
der | 
wah: 
Ent 
Der 


stan 
fahi 
daB 
Zus 
Rei 


den 
her 
Pro 


der 
Ws 
we 
tat 
na 
eil 













373 





Stimulationswirkung von Giften auf Pilze. 









Leider wurden bei diesen Versuchsserien nie die bereits schidigenden 
Konzentrationen ermittelt. Diese Vernachlassigung stellt eine unliebsame 
Liicke in der Versuchsanordnung dar. Ubrigens wurde nahezu bei allen 
einschlagigen Untersuchungen dieser Punkt vernachlassigt. Zusammen- 






her 
iche  fassend kann man den Richardsschen Versuchen keine liickenlose Bestatigung 
wh. 9 des Arndt-Schulzschen Gesetzes zuschreiben. 





Im Jahre 1900 berichtet Ono iiber die stimulierende Wirkung ver- 






als 
egs I schiedener anorganischer Stoffe. Die daselbst mitgeteilten Befunde stellen 
ch. eine weitgehende Bestatigung der Richardschen Versuche dar. Neu ist die 





Priifung des Sublimats und des Kupfersulfats, beide wirken stimulierend. 
Die Angaben Onos (14) iiber den giinstigen EinfluB geringer Kupfermengen 
auf die Entwicklung von Aspergillus niger stehen im Gegensatz zu Richters 






















Die 
hm Beobachtungen (15), der nie, selbst bei sehr starker Verdiinnung, eine an- 
fte regende Wirkung feststellen konnte. Richters Arbeit bedeutet einen wesent- 
qu lichen Fortschritt in der methodischen Bearbeitung dieses Arbeitsgebiets, 
tz da hier zum erstenmal darauf hingewiesen wird, daB bei derartigen Ver- 
he suchen auch der Zeitfaktor zu beriicksichtigen ist. Beispielsweise bei Zink- 
ng sulfat ist das Maximum der Ertragssteigerung nach 4 bis 5 Tagen zu sehen. 
ne Seine Ausfiihrungen, da&8 die Kulturen mit Zinksulfat, die viel rascher 
de wachsen, auch wieder rascher dem Abbau verfallen werden als die ohne 
ht Zusatz, ist sehr einleuchtend und ebenso verstandlich die daraus gezogene 
oT SchluBfolgerung, daB bei langer Versuchsdauer die Kultur mit Reizstoff, da 
t. sie schon im Zustande des Abbaues ist, ein niedrigeres Gewicht aufweisen 
u wird, als die Kontrollkultur, die infolge des langsameren Wachstums noch 
it nicht beim absteigenden Ast angelangt ist. 
e Auch hier la8t das Gesetz durch das Verhalten des Kupfersulfats eine 
, neuerliche Ausnahme erkennen. 
T Wiederholt, vor allem in der franzésischen Literatur, wird der giinstige 
EinfluB geringer Dosen von Manganosulfat hervorgehoben. Aus der Fiille 
r der Einzelarbeiten sei hier nur die Studie von Bertrand und Javillier er- 





wahnt (16). Manganosulfat stimuliert in Verdiinnungen */ 99999 bis */ 199, die 
Entwicklung von Aspergillus niger, 1: 50, schidigt bereits offensichtlich. 
Der hier mitgeteilte Fall paBt sehr gut in das Gesetz. 

Der férdernde Einflu8 des Zinksulfats bildet im Jahre 1914 den Gegen- 
stand einer Arbeit von E. G. Pringsheim (17). Die dort mitgeteilten Er- 
fahrungen sind sehr lehrreich, es wird zum erstenmal klar ausgesprochen, 
daB die Reizwirkung mit der Konzentration der Nahrlésung in innigem 
Zusammenhange steht. Besonders bei reichlicher Ernihrung macht sich die 
Reizwirkung kleiner Zinkmengen sehr schén bemerkbar. 

AuBer einer kleinen Arbeit von Butkewitsch und Orloj/, die abermals 
den stimulierenden Einflu8 der Salze von Zink, Sublimat und Kobalt 
hervorheben und dabei auch den Zeitfaktor beriicksichtigen, ist zu dem 
Problem nichts mehr beigetragen worden (18). 

Bevor auf eigene Erfahrungen eingegangen wird, mu} nochmals 
der Stand der Dinge scharf umrissen werden. Bekannt ist, daS das 
Wachstum von Aspergillus niger durch geringe Giftdosen stimuliert 
werden kann. Nicht genau gepriift ist die Frage, ob diese Reizwirkung 
tatsichlich, wie das Arndt-Schulzsche Gesetz sagt, allen Giften aus- 
nahmslos zukommt. Ist diese Arndt-Schulzsche Formulierung wirklich 
ein Gesetz, dann muB es auch restlos auf die Beeinflussung des 
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Wachstums von Aspergillus niger durch Gifte anwendbar sein. | 
der einschligigen Literatur hat man die Anwendungsméglichkeit 
dieses Gesetzes meistens gar nicht gepriift, vor allen Dingen hat man 
nie in einem zusammenhangenden Versuch stimulierende und sehidi 
gende Konzentration einander gegeniibergestellt. Somit erschien es 
nicht ganz tiberfliissig, tiber diesen Punkt noch einige Versuchsserien 
anzuordnen, die méglichst schidigende und stimulierende Wirkung 
unter einem erkennen lassen, anzuordnen, 


Ill. Alte und neue Versuchsergebnisse. 


Die Anordnung des Tatsachenmaterials erfolgt in der Weise 
dal zuerst anorganische und dann organische Substanzen behandelt 
werden. Zuniichst wird iiber die Ergebnisse an Pilzkulturen berichtet, 
und dann wird im AnschluB daran teils aus eigencr, teils aus fremder 
Erfahrung erzihlt werden, wie sich der betreffende Stoff bei anderen 
physiologischen Prozessen, vor allem bei der Beeinflussung der Samen.- 
keimung und dem Erwecken ruhender Winterknospen verhalt. (Auf 
die stimulierende und schidigende Wirkung bei anderen Prozessen 
kann nicht eingegangen werden.) 

Die Anstellung der Pilzversuche erfolgte in nachstehender Weise 
Versuchsobjekt ist durchweg Aspergillus niger. Die Kultur selbst erfolgte 
in Erlenmeyerkélbchen von 100 cem Inhalt aus béhmischem Kavalierglas 
im elektrischen Thermostaten bei genau 30°C. Die Nahrlésung wurde mit 
Original-Merck und Kahlbaum-Reagenzien hergestellt. Die Stammlésuny, 
die jeweils durch Wasser verdiinnt wurde, woriiber im einzelnen Falle 
berichtet wird, hatte folgende Zusammensetzung: 40g Saccharose, 4 yg 
Ammoniumsulfat, 0,4 g Magnesiumsulfat und 0,4g primires Kalium 
phosphat gelést auf 100 mit Wasser aufgefiillt. Es wurde nur doppelt 
destilliertes Wasser angewendet, das bei der zweiten Destillation von 
Jenaglas iiber einen Platinkiihler wieder in Jenaglas destilliert wurde 
Der Verschlu8 der Erlenmeyerkélbchen erfolgte mit reinem Zellstoff, dex 
nach jedem Versuch ausgeschieden wurde. Besonderer Wert wurde auf das 
Impfen gelegt. Es wurde stets mit einer Sporenaufschwemmung, die in 
leem destillierten Wassers hergestellt wurde, geimpft, und zwar pro 
Kélbchen 1 Platinése. Die hier mitgeteilten Zahlen stellen den Durchschnitt 
aus drei bis vier Einzelbeobachtungen dar. 


A. Anorganische Stoffe. 


Kupfersulfat. 
20 Proz. Saccharose. Versuchsdauer 8 Tage. 
Ohne Zusatz. . . . 240mg Ohne Zusatz . . . 609 mg 
0,00001 Proz. . . . 229 ,, 0,004 Proz. .. . 576 ,, 
0,00002__,, :| see 0,008, s. «- eo 
0,00005__,, a. 0,016 ,, . + + oe ee 
0,000 1 ‘ oe + aa, 


tin Vergleichsversuch, der mit einem Nahrboden von 5 Proz. Saccharose 
angeordnet wurde, l46t desgleichen bei einer Versuchsdauer von 5 Tagen. 
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die nach Richter (|. c.) die optimale Zeit darstellt, keinerlei stimulierende 
Wirkung erkennen. Die Schidigung ist dagegen zu beobachten. 

Kupfersulfat laBt demnach in diesem Falle die Gi/twirkung erkennen, 
ohne daB ihr die nach Arndt und Schulz geforderte Reizwirkung gegen- 
iibersteht. 

Im Gegensatz dazu kann die Keimung bestimmter Friichte und Samen 
durch Kupfersulfat stimuliert werden. Bokorny (19) erwihnt beispielsweise, 
daB die Keimung von Gerste durch Zusatz ganz geringer Kupfersulfat- 
mengen (0,0025 Proz.) ins Keimbett stimuliert werden kann. Dieselbe 
giinstige Wirkung lést nach A. Becker ein einstiindiges Einquellen der 
Weizenkérner in 0,05proz. Lésungen aus (20). 

In Ubereinstimmung mit Bokorny gibt auch Noeldechen (21) einen 
stimulierenden Einflu8B von Kupfersulfat auf Gerste an. Diesen Reiz- 
wirkungen steht stets Giftwirkung bei héherer Konzentration gegeniiber. 

Da8 die Gartatigkeit der Hefe durch dieselbe Substanz erhéht werden 
kann, erwahnt Schulz (1. c.). Auch friihtreibend kann Kupfersulfat wirken, 
wie O. Richter (22) gezeigt hat. Nach Beikirch kann bei der Plasmastrémung 
die Zahl der strémenden Zellen vergréBert werden durch vorhergehendes 
Baden der Objekte in Kupfersulfatlésungen (23). Fiir alle diese hier er- 
wahnten Reaktionen ist ebensogut, wie die Reizwirkung, auch die Gift- 
wirkung bekannt. Nur die Entwicklung der Aspergillusdecken stellt eine 
Ausnahme dar, hier steht der Giftwirkung keine Reizwirkung gegeniiber. 


Silbernitrat. 


5 Proz. Saeccharose. Versuchsdauer 5 Tage. 


Ohne Zusatz. ...... . 233mg 
0,00005 Proz. ..%..... 291 ,. 
0,000 1 ia 5 da “ie tee ey ee 
0.0005 A San tla bk, to 
0,001 9 ; a © mae ee? ae 


Hier stehen die Giftwirkung und die Reizwirkung einander in einem 
Versuch sehr schén gegeniiber. Die Samenkeimung kann nach Griinfeld (23a), 
wie er bei Desinfektionsversuchen beobachtete, durch Silbernitrat giinstig 
beeinfluBt we-den. Die Plasmastrémung kann durch Silbernitrat nach 
Beikirch (1. c.) nicht beschleunigt werden. Sonst ist leider der EinfluB dieses 
Salzes bei pflanzenphysiologischen Reaktionen wenig gepriift worden. 


Nickelsulfat 


10 Proz. Saccharose. Versuchsdauer 8 Tage. 


Ole Zuests. .....-. Soom 
Pree; «ss ss sk Me 
0,00] oe STS ee ee: ee a 
0,005 2 ere ee Em 


Versuchsserien, die mit 5 Proz. Saccharose bei fiinftaigiger Kultur- 
dauer und soleche, die mit 20 Proz. Saccharose bei achttagiger Kulturdauer 
ausgefiihrt wurden, lieBen ebenfalls nur die schidigende Wirkung des 
Nickels erkennen. Bei anderen physiologischen Prozessen, wie Friihtreiben 
und Samenkeimung, ist die Reizwirkung des Nickels leider nicht gepriift 
worden. 
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Bleinitrat. 

5 Proz. Saccharose. Versuchsdauer 5 Tage. 
Ohne Zusatz. ...... . 240mg 
See 
0,000 1 si Se ee = =— 
0,0005 —s,, ee iran: pets 
0,001 os ey aes = 
0,01 os an” Wh ad <class 


Reiz- und Giftwirkung stehen hier abermals einander schén gegeniiber. 
Desgleichen wird nach Noeldechen (1. c.) die Keimung von Gerste durch 
Bleiverbindungen in entsprechender Verdiinnung stimuliert, ebenso ist 
dabei eine Schidigung bekannt. 


Chromisulfat. 
5 Proz. Saccharose. 5 Tage Versuchsdauer. 
Ohne Zusatz. . . . 233mg Ohne Zusatz . . . 316 mg 
0,00005 Proz. . . . 289 ,, 0,0005 Proz. . . . 450 ,, 
0,000 1 Pe ——; 2 0,01 ee | 
0,0005 —s«, en 6a 0,1 eerie: ie 
0,001 - es, ee 


Reiz- und Giftwirkung stehen auch hier einander sehr gut gegeniiber. 
In anderen Gebieten ist iiber die Reizwirkung des Chroms leider nichts 
bekannt. 
Zinksulfat. 
5 Proz. Saccharose und 5 Tage Versuchsdauer lassen keine Reizwirkung, 
dafiir aber Giftwirkung erkennen. 
10 Proz. Saccharose. Versuchsdauer 6 Tage. 


Ohne Zusatz. . . . 109mg Ohne Zusatz . . . 239 mg 
Geeanwes. ... . 88 Garvan»... Se w 
0,005 =, ea ty | US 0,1 7 sree) SI aee 
0,01 ss ja “Se 0,2 si ares 

1 - ety ging aa. 

2 9” - + «+ « kein Wachstum 


20 Proz. Saccharose lassen auch sichere Reizwirkung erkennen. 

Interessant ist hier, daB der Giftwirkung nur bei guter Ernahrung eine 
Reizwirkung gegeniibersteht. Bei mangelhafter Ernahrung bleibt nur die 
Giftwirkung bestehen, ahnliche Beobachtungen werden wir auch noch 
spiter machen kénnen. 

Die stimulierende Wirkung des Zinksulfats auf die Samenkeimung ist 
von Noeldechen (1. c.) erwihnt und kann von Verfasserin bestatigt werden 
Auch frihtreibend wirkt Zinksulfat, wie demnachst in einer eigenen 
Publikation gezeigt werden wird. Die Protoplasmastrémung wird nach 
Beikirch dagegen nicht giinstig beeinfluBt. 

Manganosulfat. 5proz. Saccharoselésungen lassen ebensowenig wie 
bei Zinksulfat die stimulierende Wirkung erkennen. Die Schadigung kann 
dagegen auch in diesem Falle beobachtet werden. 10- und 20proz. Lésungen 
lassen von 0,001 bis 4 Proz. Manganosulfat einwandfrei Stimulierung 
erkennen. Interessant ist, daS so starke Manganosulfatmengen noc) 
stimulierend wirken. Selbst bei den 5proz. Zuckerlésungen schadigen erst 
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$Proz. Manganosulfat. Uber die Manganwirkungen wird noch in einer 
gesonderten Publikation ausfiihrlich berichtet werden. 

Die friihtreibende Wirkung, ebenso die Méglichkeit der Stimulierung 
der Samenkeimung ist schon friiher von Verfasserin (26) beschrieben worden. 
Desgleichen wird nach Beikirch die Plasmastrémung giinstig beeinfluBt. 

Selen. Gepriift wurde eine Selenerde, die mir freundlichst von Herrn 
Dr. Zimmermann der Station fiir Pflanzenschutz, Tetschen Liebwerd, zur 
Verfiigung gestellt wurde. 20 Proz. Saccharose. Versuchsdauer 8 Tage. 
Auf je 50cem Nahrfliissigkeit wurden 0,1 g Selenerde gereicht. 

Ohne Zusatz 901 mg 
Mit Zusatz 1521 ,, 


Desgleichen konnte bei Triticum sativum (Postelberger Wechsel- 
weizen), wenn 50 g der Kérner mit 0,1 g Selenerde durchgeschiittelt wurden 
und die Kérner dann mit der anhaftenden Substanz bei 10° C ins Keimbett 
gebracht wurden, ausgesprochene Stimulierung des Keimungsverlaufs 
beobachtet werden. 

Calciumhypochlorit (Chlorkalk). Bekanntes Pilz- und Bakteriengift. 
Selbst bei Anwendung starker Saccharosekonzentrationen konnte keine 
Stimulierung erzielt werden, obgleich sehr kleine Zusatzmengen (ent- 
sprechend 0,0005 Proz. Cl) gepriift wurden. Selbstverstandlich wurden 
hier die Nahrlésungen nicht sterilisiert, da sonst ein zu groBer Chlorverlust 
eingetreten ware. 

Calciumchlorid. 
Versuchsdauer 7 Tage. 
350 mg 


10 Proz. Saccharose. 
Ohne Zusatz 
0,005 Proz. . 402 ,, 
0,01 ” Se tule ee 45. ,, 
0,1 Tt ee eee, oe kt )|h|lUe 
Bei 5 Proz. Saccharose blieb die Reizwirkung aus, Giftwirkung konnte 
aber auch dort nicht beobachtet werden. 
Mit Kaliumchlorid wurden dieselben Ergebnisse erzielt wie mit Calcium 
chlorid. 
B. Organische Stoffe. 
Uspulun. Es handelt sich hier um ein organisches Quecksilberpraparat, 
das in der Pilz- und Bakterienbekampfung praktisch eine groBe Rolle spieit. 
5proz. Saccharoselésungen lassen auch hier wieder keine Reizwirkung 
erkennen, selbst bei einer Abstufung der Dosierung in die sechste Dezimale, 
dafiir tritt bereits in der dritten Dezimale markante Giftwirkung auf. 


10 Proz. Saccharose. Versuchsdauer 7 Tage. 


Ohne Zusatz . 
0,00005 Proz. 
0,00001 ,, 
0,000 1 - 
0,001 ” 


20 Proz. Saccharose. 
Ohne Zusatz . 
0,000 01 Proz. 
0.00005, 
0,000 1 
0,001 


608 mg 

760 

740 . 

714 ,, 

nahezu kein Wachstum mehr 


Versuchsdauer 8 Tage. 
1008 mg 
1304 ,, 
1401 ,, 
1350 ,, 
234 ., 
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Bei Darbietung einer reichlichen Nahrstoffquelle steht auch hie; 
wieder der Giftwirkung die Reizwirkung gegeniiber. Bei ungeniigende 
C- Quelle bleibt allerdings nur noch die Giftwirkung bestehen. 

Als keimungsphysiologisches Beispiel sei hier Triticum sativw 
(Ungarisch Hradisch, weiBahriger Moraviaweizen) erwahnt. 0,05 pro, 
Lésungen, in die die Kérner durch 1 Stunde eingequollen werden, bedinge; 
in eigenen Versuchen, die mit je dreimal 50 Kérnern bei einer mittlere: 
Keimtemperatur von 10° im diffusen Licht aufgestellt wurden, eine be 
trachtliche Stimulierung des Keimungsverlaufs. Desgleichen gibt A. Beck 
(l. ¢.) die stimulierende Wirkung eines einstiindigen Bades in 0,05 proz 
Lésungen fiir Triticum sativum, Sorte Original-Bordeaux-Sommerweizen an 

Desgleichen konnte beobachtet werden, da8 bei Zimmertemperatur dic 
Keimung von Chenopodium Quinoa ausgesprochen giinstig beeinfluBt wird 


Salicylsdure. 
5 Proz. Saccharose. Versuchsdauer 5 Tage. 


Ohne Zusatz. . . . 131mg Ohne Zusatz . . . 240 mg 
0,00008 Proz. .. . 141 ,, 0,002 Proz. .. . 298 
0,00016 ,, ae le 0,02 ‘i Tere 
0,00032  ,, ——— lO 

0,001 2 is — 0lU 

0,002 4 = ee | 6 


H. Schulz hat girungsbeschleunigenden Einflu8 geringer Dosen Salicy 
sdure angegeben. Sonst erfolgte leider keine Priifung der Reizwirkung de: 
Salicylsaure. 

Formaldeh yd. 


5 Proz. Saccharose. Versuchsdauer 5 Tage. 


Ohne Zusatz. . . . 158mg Ohne Zusatz . . . 244mg 
0,00096 Proz. .. . 189 ,, 0,001 Proz. .. . 377 ,, 
0,00012 ,, a ee a 0,05 oe . . . kein Wachs- 
0,001 = iil re bie tum mehr 


Durch Borvesch (24) ist die fruchttreibende Wirkung des Formaldehyds 
bekannt. Bei der Samenkeimung berichtet Bokorny (1. c.) mur tiber cir 
schadigende Wirkung. 


Thymol. 

5 Proz. Saccharose. Versuchsdauer 5 Tage. 
Ohne Zusatz. ...... =. 177mg 
@00006- Pros. ......- 30» 
0,000 1 = ae eS = —e 
0,000 5 - eer Se sO 
0,001 tie Sa aie ee 
0,005 * Kaa, Saraar ghana! snc. ae 


In den beiden anderen Gebieten wurde die stimulierende Wirkung ni 
gepriift. 


Phenol. 
20 Proz. Saccharose. Versuchsdauer 8 Tage. 
Ohne Zusatz. . ... . . 145mg O6G8 Poem i ww wc se BOR mg 
Gegeceives. ...... BB w 0,005, Cee pas BE a 
0,000 1 af cee + el ee ae 0,01 om (es OS, 
0,0005 oS + 5 wt eee we 
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Die Giftwirkung ist vorhanden, ohne da® ihr hier eine sichere Reiz- 
wirkung gegeniibersteht. Bei der Samenkeimung wird von Bokorny und 
Sigmund (25) nur iiber die Giftwirkung berichtet. 


IV. Besprechung. 
. Aufzdhlung der bis dahin nicht gepriijten Reizwirkung einiger Giftstoffe. 
Von anorganischen Stoffen wurde bei folgenden Giften und Ver- 
bindungen zum erstenmal die Reizwirkung hinsichtlich der Mycel- 
entwicklung von Aspergillus niger gepriift: 
Silbernitrat, 
Bleinitrat, 
Chromisulfat, 
Kalium- und Caleciumchlorid. 


Uberhaupt wurde zum erstenmal auf die Méglichkeit einer Stimu- 
lierung des Pilzwachstums und der Samenkeimung durch Selenerde 


hingewilesen. 
Von organischen Stoffen wurde die Reizwirkung beziiglich der 
Ausbildung des Pilzmyeels fiir folgende Verbindungen erkannt: 
Uspulun, 
Formaldehyd, 
Salicylsaure, 
Thymol. 

Alle diese Stoffe, die in unseren Versuchen eine ausgesprochene 
stimulierende Wirkung entfalteten, sind andererseits, wenn sie in 
entsprechender Konzentration gereicht werden, schwere Pilz- und 
Bakteriengifte, ausgenommen das Kalium- und Calciumchlorid. 


2. Hervorheben der iibereinstimmenden Wirkung eines Reizstoffes bei 
verschiedenen physiologischen Prozessen. 

Der hier erfolgte Bericht zeigt auch, daB ein und derselbe Giftstoff 
in entsprechender Verdiinnung bei verschiedenen physiologischen 
Prozessen stimulierend wirken kann.  Beispielsweise das bekannte 
Steinbrandbekaimpfungsmittel Uspulun, dessen stimulierende Wirkung 
auf das verschiedenste Saatgut in der landwirtschaftlichen Literatur 
wiederholt hervorgehoben wird (26), kann auch auf das Wachstum 
von Aspergillus, in geeigneter Verdiinnung gereicht, stimulierend 
wirken. Fiir die Keimung der Brandsporen konnte bereits Gassner (27) 
zeigen, daB der Giftwirkung des Uspuluns auch eine Reizwirkung 
gegeniibersteht. 

Umgekehrt wurde Zinksulfat, das das typische Stimulans fiir die 
Entwicklung von Aspergillus niger ist, hier zum erstenmal auch als 
keimungsférderndes und friihtreibendes Agens erkannt. Desgleichen 


konnte fiir Bleinitrat im AnschluB an fremde Versuchsergebnisse und 
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Selenerde durch eigene Beobachtungen eine derartig gemeinsame 
Wirkungsweise angegeben werden. 

Silbernitrat ist leider beziiglich seiner Reizwirkung auf die Samen. 
keimung nie eingehender gepriift worden, die spiarlichen Angaben 
lassen aber bereits auch hier eine Stimulationsméglichkeit erkennen 
Die Mycelentwicklung von Aspergillus niger wird durch Silbernitrat 
ausgesprochen giinstig beeinfluBt. 

Fiir Manganosulfat konnte ich bereits in friiheren Publikationen 
(l. ec.) die Stimulationswirkung auf ruhende Knospen und bestimmte 
Samen angeben. Hier ist nun im AnschluB an friihere Versuchsergebnisse 
die meistens von franzésischer Seite stammen und in den Comptes 
rendus niedergelegt sind, nochmals der giinstige EinfluB auf das Pilz. 
wachstum hervorgehoben. 

Kupfersulfat laBt eine Ausnahme erkennen, es wirkt, wie in der 
Zusammenfassung angegeben ist, bei verschiedenen anderen Reaktionen 
ausgesprochen stimulierend, bei Aspergillus konnte nur die Giftwirkung 
beobachtet werden, der keine Reizwirkung gegeniibersteht. 

Uber die Auslésung und das Wesen derartiger Reizerscheinungen soll 
hier vorlaufig nicht diskutiert werden. Im AnschluB8 an diese allgemeine 
Betrachtung werden nun bekannte und neue Reizstoffe beziiglich ihres 
Einflusses auf verschiedene physiologische Prozesse gepriift werden. Uber 
jedes einzelne Gebiet wird in einer Sonderdarstellung berichtet und im 
Anschlu8 daran auch getrachtet werden, zur theoretischen Seite des Problems 
beizutragen. 

Dadurch wird auch die Bedeutung des Schulz-Arndtschen Gesetzes 
klarer werden, zu dem aber schon hier Stellung genommen werden soll. 


3. Stellungnahme zum Arndt-Schulzschen Gesetz. 

Die meisten hier gepriiften Giftstoffe lassen typische Reizwirkungen 
erkennen, wobei hervorzuheben ist, daB von mir sowohl die stimulierend 
wie die schadigende Dosis ermittelt wurde. Auch bei den Keimversuchen 
steht meist der Reizwirkung die Giftwirkung gegeniiber. 

Aber vor allem bei den Pilzversuchen, auf die hier naher eingegangen 
ist, zeigen sich auch Ausnahmen, und zwar zweierlei Art. 

Die einen Giftstoffe lassen die Reizwirkung nur bei guter Erndhrung 
erkennen. Das gilt fiir Uspulun, Zinksulfat und Manganosulfat. Bei 
einem Nahrboden, der nur 5 Proz. Zuckergehalt hat, bleibt die Reiz. 
wirkung aus, ohne daB die Giftwirkung fehlte. Auch bei der Samen- 
keimung kann man beobachten, daB die Reizwirkung nicht immer 
der Giftwirkung gegeniibersteht. Bei hoher Keimtemperatur keimt 
Weizen sehr rasch, die Giftwirkung ist bei diesem raschen Keimungs- 
verlauf beispielsweise bei Uspulun ohne weiteres feststellbar, wogegen 
die Reizwirkung nur bei einem durch tiefe Temperatur verlangsamten 
Keimungsverlauf noch sichtbar ist. 
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Damit waren die einen Ausnahmen charakterisiert, die, wenn 
man sich so ausdriicken darf, nur bei einem gewissen Zustande des 
Nihrmediums oder der Umwelt auftreten. 

In zweiter Linie ist dann noch der Stoffe zu gedenken, die iiberhaupt 
keine der Giftwirkung gegeniiberstehende Reizwirkung erkennen lassen. 

Zu diesen gehéren: Phenol, Kupfersulfat, Nickelsulfat und Chlor- 
kalk. Die hier zitierten Ausnahmen geniigen jedenfalls schon, um zu 
zeigen, daB die Aufstellung eines derart allgemein giiltigen Gesetzes 
verfriiht war. Die These, daB jedes Gift in geeigneter Verdiinnung auch 
als Stimulans wirken muB, ist jedenfalls energisch abzulehnen. Es 
ist in diesem Zusammenhang auch hervorzuheben, daB es gewisse 
Stoffe gibt, die man keineswegs unter die Gifte reihen kann und die 
in geeigneter Verdiinnung sehr gut stimulieren kénnen, so die Chloride. 

Recht allgemein l4Bt sich die Schulz-Arndtsche Formulierung bei 
der Samenkeimung anwenden, aber auch da gibt es Ausnahmen, wie 
beispielsweise der Formaldehyd, der nach Bokorny ein starkes Gift 
fir die Keimlinge ist, ohne daB eine Reizwirkung erkannt werden 
konnte. 

Soweit ich die Literatur iiberblicken kann, gilt die Arndt-Schulzsche 
These liickenlos fiir die verschiedenen Treibstimulantia, hier steht der 


giinstigsten Dosis sehr rasch eine schadigende gegeniiber. 


Wenn wir zum Schlu8 nochmals auf die Kulturversuche an Pilzen 
zurickkommen wollen, so mu8 noch eigen erwihnt werden, daB die Ab- 
stufung der Konzentrationen nach beiden Richtungen so weit ging, dab 
eine etwa vorhandene Férderung kaum hatte iibersehen werden kénnen. 
Es erscheint beinahe unglaubhaft, daB Schulz (l. c.) mit so schwachen 
Lésungen (die Konzentrationsstufe lag in der fiinften Dezimale) so aus- 
gesprochene Reizwirkungen erzielte, um so mehr als die Versuche einer Zeit 
entstammen (1888), in der es mit der Methodik viel schlechter bestellt war, 
als heute. Selbst heute ist es noch schwer, bei Ansetzung derartiger Kulturen 
den nétigen Grad an Reinheit der Substanz, des Wassers und des Glases 
zu erreichen, damals war dies entschieden noch viel schwerer. 

Priift man einmal, was zu diesem Thema beigetragen ist, so muB 
man zugeben, daB es eigentlich recht wenig ist und in keiner Weise 
zur Formulierung von biologischen Grundgesetzen geniigt. Wenn man 
angibt, daB ganz allgemein Gifte in kleinen Dosen stimulierend wirken, 
so muB man sich dabei auch auf ein ausreichendes Tatsachenmaterial 
stiitzen kénnen und keine unbewiesene These aufstellen. Vor allem 
mu8 man erwihnen, ob dieses Gesetz iiberall gilt oder nur fiir einen 
bestimmten physiologischen ProzeB, und hier vielleicht wieder nur 
unter bestimmten Bedingungen. 

Die Formulierung des Arndt-Schulzschen Gesetzes ist jedenfalls 
bisher zu allgemein gefaBt worden, denn man hat sich nicht der Miihe 
untergogen, die naihere Anwendung auf verschiedenen Gebieten zu 
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probieren, bevor man ein Gesetz aufstellt. Jetzt muB man den win. 
gekehrten Weg einschlagen und einen Fall nach dem anderen schildern 
wo das Gesetz nichi gilt, wie das aus der friiher zitierten Literati 
und den hier mitgeteilten Versuchsergebnissen zu ersehen ist. 


V. Zusammenfassung. 


1. Einige Giftstoffe wurden hier zum erstenmal beziiglich ihre: 
Reizwirkung auf das Wachstum von Aspergillus niger gepriift. Es sind 
dies: Uspulun, Chromisulfat, Silbernitrat, Bleinitrat, Formaldehyd 
Salicylsture und Thymol. 

2. Ferner konnte gezeigt werden, dab ein und derselbe Gifistoj/ 
verschiedene physiologische Prozesse in der gleich giinstigen Weise 
stimulieren kann. 

3. Das Arndt-Schulzsche Gesetz muB fiir die Beeinflussung ces 
Pilzwachstums durch Giftstoffe abgelehnt werden, da eine Anzah! 
der gepriiften Stoffe dem erwihnten Gesetz nicht folgt. 
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iber die Darstellung und pharmakologische Wirkung der 
Triacetyl-pyrogallol-o-carbonsiure. 


Von 
Sigmund Friinkel. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 17. Marz 1927.) 


Bekanntlich sind von den drei méglichen Oxybenzoesiéuren nicht 
ile gleich physiologisch wirksam. Die Orthoverbindung (Salicylsiure) 
ist die weitaus wirksamste, wihrend die meta- und para-Verbindungen 
physiologisch fast unwirksam sind. 

Durch Acetylierung der Salicylsiure erhalt man eine physiologisch 
sehr wirksame Verbindung, welche unter dem Namen Aspirin wegen 


ihrer narkotischen Wirkung eine ganz ungeahnte Verbreitung in der 
Therapie gefunden hat. 

Es war nun interessant, zu untersuchen, ob die Anreicherung der 
\cetylsalicylsiure mit weiteren orthostandigen acetvlierten Hydroxy]- 
gruppen eine Erhéhung der Wirkung zur Folge hat. 

Zu diesem Zwecke wurde die Diac¢tylbrenzcatechinorthocarbon- 
siure') hergestellt. Nach den Angaben dieser Patentschrift wird 
die entfiebernde Wirkung der Brenzcatechincarbonséure und _ ihrer 
Kernhomologen durch Acetylierung bedeutend verstarkt. Bei 
klinisechen Versuchen soll die Diacetylbrenzcatechin-o-carbonséure 
Patienten 10 bis 30 Stunden fieberfrei gehalten haben, wahrend 
die gebréauchlichen Antipyretica nur 3 Stunden wirkten. Auch die 
narkotische Wirkung der Substanz soll die der Acetylsalicylsaure tiber- 

itreffen. Doch hat man von dieser Verbindung in der Therapie nie wieder 
etwas gehért. Wenn die Angaben richtig gewesen wiiren, so hiitte eine 
weitere Einfiihrung von orthostindigen Hydroxylgruppen und 
‘Acetylierung derselben eine womdglich noch héhere Wirkung zeigen 
“inlssen. 

Um dies zu untersuchen, haben wir die Triacetylpyrogallol- 
o-carbonséure dargestellt. 


) Nach dem D. R.-P. 287 960. 
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Die dazu notwendige Pyrogallolearbonsaure haben wir in folgencder 


Weise dargestellt'). 

1 Teil Pyrogallol, 10 Teile Wasser und 4 Teile Natriumbicarbonat 
werden so lange gekocht, bis die Gasentwicklung aufgehért hat. Dann 
wird schnell abgekiihlt und mit Schwefelsiure versetzt bis zur stark 
sauren Kongoreaktion. Man 1lé8t dann stehen und nutscht ab und 
kristallisiert aus viel Wasser mit etwas Tierkohle um. Die getrocknete 
Substanz beginnt sich bei 200° zu zersetzen. 

Zur Acetylierung wurde mit der drei- bis vierfachen Meng: 
Essigsaureanhydrid unter RiickfluB gekocht und das Reaktions. 
produkt im Vakuum vom iiberschiissigen Essigsiureanhydrid und 
von der Essigséure vollstandig befreit. Der Riickstand wurde aus 
Xylol umkristallisiert, welches Lésungsmittel von allen versuchten 
sich am besten bewihrte. Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus 
diesem Lésungsmittel erhielten wir eine Substanz vom konstanten 
Schmelzpunkt 164°. 

Die Substanz war geschmacklos und in Wasser sehr wenig ldslich 


Die Analyse gab folgende Werte: 
3,815 mg Substanz: 7,410 mg CO,, 1,260 mg H,0O. 


3,470 ,, re 6,720 ,, CO,, 1,190 ,, H,O. 
C,;H,O,. Ber.: C = 52,73 Proz., H = 4,08 Proz. 
Gef.: C = 53,01 ,, H = 3,70 
Cc = 52,86 ” H = 3,86 ” 


Im Kaninchenversuch wurden per os 3g pro 1 kg Tier gegeben ohne 
auBeres Zeichen einer Wirkung und glatt vertragen. Beim fiebernden Tier 
wurde die Temperaturherabsetzung mit der durch Aspirin bewirkten ver- 
glichen. Eine Dosis von 0,25 g der Triacetylpyrogallolcarbonséure setzte 
die Temperatur um 0,2° herunter, wahrend Aspirin um 0,50° heruntersetzte 

0,5g setzten um 0,4° herunter, wahrend Aspirin um 1,4° heruntersetzte. 
0,75 g setzten um 1,1° herunter, wahrend Aspirin um 1,6° heruntersetzte. 
Erst die 1-g-Dosis setzt um 1,6° herab, wahrend Aspirin um 1,7° herabsetzt. 

Es ist demnach die antipyretische Wirkung eher etwas geringer 
als die des Aspirins. Das gleiche gilt von der narkotischen Wirkung 
Im klinischen Versuch wurde das Praparat bei einer Frau mit Schmerzei 
und Schwellungen in den Gelenken versucht. Gaben von 1 bis 2¢ 
wurden glatt vertragen. Die Schmerzen schienen geringer zu sein 
gegen die Schwellung war es ohne Wirkung. Aspirin, welches einig: 
Tage spater verwendet wurde, zeigte vollen Erfolg. 

Man ersieht aus diesen Versuchen, daB die Anreicherung mit 
acetylierten, orthostaéndigen Hydroxylgruppen dem Aspirin gegeniiber 
keinerlei Vorteile, hingegen eine Abschwachung der Wirkung hervorruft 


1) Brunner und Senhofer, Monatshefte fiir Chemie 1, 474. 
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Uber Anoxybiose von Leucocyten. 


Von 
W. Fleischmann. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 17. Marz 1927.) 


Die Leucocyten haben neben ihrer Sauerstoffatmung ein erhebliches 
glykolytisches Vermégen, welches als Quelle ihrer Energie in Betracht 
kommt [Bakker'), Fleischmann und Kubowitz*)}.  Insbesondere die 
Zellen steriler Exsudate zeigen ein Uberwiegen des Spaltungsstoff- 
wechsels iiber den oxydativen Stoffwechsel, wie Bakker und wir mittels 
verschiedener Methoden iibereinstimmend zeigen konnten. Nach 
unseren Messungen sind Exsudatleucocyten vom Kaninchen imstande, 
unter anaeroben Bedingungen bis zu 12 Proz. ihres Trockengewichts 
an Milchséure in der Stunde zu bilden. ' 

Es entstand nun die Frage, ob dieser anaerobe Stoffwechsel auch 
ausreicht, um die Funktion der Zelle zu erhalten. Als Ausdruck der 
Funktionsfahigkeit von Leucocyten sehen wir améboide Bewegung 
und die Phagocytose fester Teilchen an, als weiteres Kriterium des 
Lebens der Zelle die vitale Granulafirbung mit Neutralrot [Hh aber- 
landt®), v. Méllendor{*)). 

Zur isolierten Ausschaltung der Atmung wandten wir Blausaure an. 
HCN in schwachen Konzentrationen hemmt die Zellatmung vollstandig, 
ohne die Glykolyse zu hemmen [Warburg5), Rona*®), Oppenheimer’)}. 

In der Literatur finden sich wenige Angaben iiber die Bedeutung des 
Sauerstoffs fiir das Leben der Leucocyten. Engelmann®*) berichtet, daB 


1) A. Bakker, Inaug.-Diss. Groningen 1926; Klin. Wochenschr. 6, 
1927. 

2) W. Fleischmann und F. Kubowitz, diese Zeitschr. 181, 395, 1927. 
8) L. Haberlandt, Zeitschr. f. Biol. 69, 331, 1919. 

4) vw. Méllendor{, Abderhaldens Arbeitsmethod., Abt. V, Teil 2. 

5) O. Warburg, Stoffwechsel der Tumoren, 8.101. Berlin 1926. 

6) P. Rona, Fermentmethoden, 8. 204. Berlin 1926. 

7) C. Oppenheimer, Die Fermente, 8. 1410. Berlin 1925. 

8) Th. W. Engelmann, Hermanns Handb. d. Phys. 1, 362. Leipzig 1879. 
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kontraktile Zellen aus den Lymphsiicken des Frosches erst nach zwei. 
stiindigem Durchleiten von reinstem Wasserstoff durch die hermetisch vo. 
schlossene Kammer bewegungslos, dabei meist kugelig werden. Das Le}, 


buch der Physiologie von Landois-Rosemann') enthalt die Angabe, daf 0, 


fiir die Bewegung der Leucocyten notwendig sei. L. Loeb*) beobachtete. 
da8 Blutzellen von Limulus bei einem Zusatz von m/80 bis m/150 KCN 
zu einer °/, mol. NaCl-Lésung wohl erhalten blieben und, wenn auch ver 
ringerte, Ausstreckung von Pseudopodien zeigten. Loeb hat die Frage der 
Zellatmung nicht beriihrt, doch kénnen wir nach den Erfahrungen an 
anderen Zellen annehmen, da8 bei dieser KC N-Konzentration die Atmunyg 
ausgeschaltet war. 

Wir bedienten uns folgender Methodik: 

Gewinnung der Leucocyten aus Pferdeblut oder aus sterilem Peritoneal! 
exsudat nach Hamburger*) wie zu unseren Versuchen iiber Phagocytose ! 
Die Leucocyten wurden nicht gewaschen; der citrathaltigen Suspension 
wurde NaCN in einer Menge zugesetzt, daB die Fliissigkeit einer m /200 
HCN-Lésung entsprach. Bei dieser Konzentration der Blausféure war 
keine Atmung, wohl aber Garung nachweisbar. [Die manometrische Be 
stimmung nach Warburg ergab fiir polynucleére Exsudatleucocyten vom 
Kaninchen: (Qo, = @, Q 24).] Die Leucocytensuspension wurde nach 
Zusatz der Blausiiure 12 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen, 
sodann mit feingepulvertem Karmin versetzt und im Brutschrank 2 Stunden 
bei 37,5° belassen. (Ein Versuch wurde bei minimalem O,-Druck in einem 
Tonometer durchgefiihrt.) Die Zellen wurden durch Zusatz einer 10proz. 
Formollésung fixiert. Bei mikroskopischer Betrachtung zeigten sie zah! 
reiche améboide Fortsaétze mit maximaler Speicherung von Karminkérnchen. 
Das Bild unterschied sich in keiner Weise von dem nicht mit Blausaure 
vergifteter Zellen. Nicht mit Formol fixierte Zellen zeigten bei Farbung 
mit Neutralrot (1: 5000) Granulafarbung. 


Auch menschliche Leucocyten aus einem keimarmen AbszeB zeigten 
dasselbe Verhalten. 

Wir sehen also, daB die Ausschaltung der Atmung keine Schadigung 
der anderen Zellfunktionen zur Folge hat. Die zur Aufrechterhaltung 
dieser Funktionen notige Energie diirfte aus dem Spaltungsstoffwechsel 
stammen. Wahrend normalerweise bei Anwesenheit von O, — wie 
in der Blutbahn — der Leucocyt seinen Energiebedarf aus Atmung 
und Glykolyse bestreitet, kann er bei Ausschaltung der Atmung oder 
bei O,-Mangel allein auf Kosten der Glykolyse leben. Wir sind also 
berechtigt, von einer fakultativen Anoxybiose der Leucocyten zu sprechen 

DaB die Phagocytose wohl eine von der Zellatmung unabhingige. 
jedoch trotzdem an das Leben der Zelle und das Erhaltensein wenigstens 
einer energieliefernden Reaktion gebundene Funktion ist, kénnen 


1) Landois-Rosemann, Lehrb. d. Physiol., 18. Aufl., 1923, 8. 55. 
*) Leo Loeb, Pfliigers Arch. 181, 465, 1910. 

3) H. J. Hamburger, Abderhaldens Arbeitsmethod. 4, 4, 3. 

*) W. Fleischmann, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 210, 612, 1925. 
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wir durch Vergiftung der Zelle mit NaF beweisen. Das Natrium- 
fluorid wirkt hemmend auf zahlreiche Fermente der Zelle, so auf 
Garungsvorgange im allgemeinen [Buchner und Hahn')], speziell auf 
die Glykolyse im Muskel [Embden, Abraham und Lange?)| und im Blute 
Biirger*)|. 1m Blute werden auch die Oxydationen durch Zusatz von 
NaF gehemmt [Arthus und Huber*)]. Nun wissen wir aus den Unter- 
suchungen Hamburgers®), der die Wirkung der Natriumhalogenide auf 
die Phagocytose untersuchte, daB NaF bereits in einer Konzentration 
von 0,3 Proz. die Phagocytose vollstandig hemmt. 

Versuche mit Exsudatleucocyten bei Zusatz von NaF (1: 100) 
ergaben: Atmung und Glykolyse gehemmt (Qo, = 0, Q}* = 0). 
Phagocytose und améboide Bewegung fehlen vollstandig. Bei Farbung 
mit Neutralrot waren zahlreiche Zellen diffus hellrosa gefirbt; viele 
Kerne rot gefarbt; nur vereinzelte Zellen zeigten Granulafarbung. 


Wir sehen aus diesen Befunden, daB bei gleichzeitiger Hemmung 
von Atmung und Glykolyse das phagocytare Vermégen und die améboide 
Beweglichkeit verschwinden und gleichzeitig jene Form der Farbung 
mit Neutralrot auftritt, welche wir als Ausdruck der Nekrobiose 
anzusehen gewohnt sind. Die anoxybiotische Funktion der Leucocyten 
darf daher nicht als ein Beweis dafiir angesehen werden, daB die 
Phagocytose vom Leben der Zelle unabhangig und rein von physikalischen 


Faktoren bestimmt ist, wie es Rhumbler®) und Friedemann und 
Schénfeld*) annehmen. 

Auch durch Narkotica kénnen wir bei den sogenannten Struktur- 
wirkungsstarken [Warburg’)] Atmung und Glykolyse [Minami®)] 
hemmen. Auch hier kennen wir aus den Untersuchungen Hamburgers 
die hemmende Wirkung der Narkotica auf die Phagocytose. Doch liegen 
hierbei durch Veranderungen der lipoidléslichen Zellbestandteile be- 
dingte komplizierte Verhaltnisse vor. 

Wir méchten nur die fiir unsere Fragestellung interessante Tat- 
sache erwahnen, daB kleinste Konzentrationen lipoidléslicher Sub- 
stanzen das phagocytaére Vermégen der Zellen erhéhen und daB bei 


1) E. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, 8. 184. Miinchen 1903. 
*) G. Embden, A. Abraham und H. Lange, Zeitschr. f. phys. Chem. 136, 
1924. 

8) M. Birger, Zeitschr. f. exper. Med. 31, 1, 1923. 

*) M. Arthus und Huber, Arch. d. phys. (5) 4, 651, 1892. 

5) H. J. Hamburger, Phys.-chem. Untersuchungen iiber Phagocyten, 
. Wiesbaden 1912. 

6) L. Rhumbler, Ergebn. d. Phys. 14, 1914. 

") U. Friedemann und A. Schénfeld, diese Zeitschr. 80, 312, 1917. 

*) O. Warburg, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 158, 19, 1914. 

*) S. Minami, diese Zeitschr. 142, 334, 1923. 
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diesen Konzentrationen (z. B. Chloroform 1 : 50000) nach Versuchey 
von Buytendyk') die O,-Aufnahme betrichtlich erhéht ist. 

Es ist auch denkbar, daB die von Asher?) und seiner Schule ent 
deckte Beziehung zwischen Schilddriise und phagocytérem Vermégen 
im Zusammenhang mit der Beeinflussung des Stoffwechsels alle: 
Korperzellen durch die Schilddriise steht, doch miissen hier erst sorg 
faltige Versuche Klarheit schaffen. 

Vom Standpunkt der allgemeinen Physiologie betrachtet, er. 
scheint es bemerkenswert, daB die Protoplasmabewegung der Leucocyten 
vom Sauerstoff anscheinend unabhangiger ist als die einzelliger im Wasser 
lebender Tiere, der Amében, zu deren Bewegung Sauerstoff notwendig 
ist, wie wir aus den Untersuchungen Kiihnes*) wissen. Dieser Unter 
schied in den Lebensbedingungen ist verstaindlich, wenn wir uns vor 
Augen halten, wie verschieden das Milieu der Amében von dem der 
Leucocyten in bezug auf Sauerstoff- und Glucoseversorgung ist 

Die Anoxybiose der Leucocyten kann ferner als Beweis fiir die von 
Rossbach*) postulierte funktionelle Differenzierung des Protoplasmas 
angesehen werden. Rossbach kommt in seiner ausfiihrlichen Studie 
iiber die Funktionen der Infusorien und deren Empfindlichkeit gegen 
Schadigungen zu dem Schlu8: ,,Es ist nur unter dieser Voraussetzung 
(einer funktionellen Differenzierung des Protoplasmas) zu verstehen 
wie man einzelne Funktionen (der einzelligen Organismen) brach legen 
kann bei Fortbestehen der anderen‘. Das Fortbestehen von Glykolyse 
und améboider Bewegung bei Brachlegung der Atmung zwingen uns, 
dieselbe Differenzierung auch im Protoplasma der Leucocyten anzu 
nehmen. 

In dieser Differenzierbarkeit der Funktionen einer Zelle liegt 
vielleicht die Méglichkeit der Entstehung bésartiger Tumoren be. 
griindet, wenn wir mit Warburg®) annehmen, daB es einzelne Zellen 
in dep Geweben gibt, die neben ihrer Zellatmung noch ihre embryonale 
glykolytische Wirksamkeit haben, und daB diese Zellen bei Sauerstoff- 
mangel oder Schidigung der Atmung auf Kosten ihrer Glykolyse 
weiter leben und wachsen. 

DaB speziell Leucocyten in vitro malignen Charakter annehmen kénnen, 


ist durch die Versuche Carrels*) und A. Fischers’) bewiesen. Durch diese 
Versuche erscheint es wahrscheinlich, daB die Leucocyten die Ursprungs- 


1) F. J. J. Buytendyk, zitiert nach Hamburger, 1. c., 8. 168. 

2) L. Asher, Klin. Wochenschr. 8, 308, 1924; vgl. auch W. Fleischmann, 
Pfliigers Arch. 215, 273, 1926. 

3) W. Kiihne, Untersuchungen iiber Protoplasma, 8. 53. Leipzig 1864 

4) Rossbach, Verh. phys. med. Ges. Wiirzburg 2, 179, 1872. 

5) O. Warburaq, Stoffwechsel der Tumoren, 8. 135. 

6) A. Carrel, C. r. soc. biol. 92, 584; 98, 1491, 1925. 

7) A. Fischer, Klin. Wochenschr. 6, 433, 1927. 
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ellen des Roussarkoms sind. Es wurde schon erwahnt, da®B die groBe 
ynaerobe Garung der Leucocyten in diesem Zusammenhang interessant ist. 
Nun ist durch den Beweis eines anaeroben Lebens der Leucocyten und der 
anaeroben Kultur von Roussarkom in vitro durch Warburgs Mitarbeiter 
Wind') eine neue Ahnlichkeit mit dem Roussarkom gegeben. 

Es ist wahrscheinlich, daB die Anoxybiose der Leucocyten nicht 
nur in vitro zu demonstrieren ist, sondern auch im Kérper bei patho- 
logischen Prozessen eine Rolle spielt. In AbszeBhéhlen und Exsudaten 
herrscht sicher oft O,-Mangel, und gerade hier ist die Funktionsfahigkeit 
der Leucocyten von Wichtigkeit fiir die Abwehrtatigkeit. Bakker*) 
hat darauf hingewiesen, daB hier der Spaltungsstoffwechsel Bedeutung 
haben kann. Wir diirfen nach unseren Befunden annehmen, daB der 
Leucocyt auch bei vollstindigem Sauerstoffmangel seine volle phagoc ytare 
Leistungsfahigkeit im Abwehrkampfe entfalten kann. 


Zusammenfassung. 


1. Bei vollkommener Ausschaltung der Zellatmung durch m/200 
HCN ist Glykolyse, Phagocytose und améboide Beweglichkeit bei 
Leucocyten des Blutes wie bei Exsudatleucocyten vollkommen er- 
halten. Wir kénnen deher von einer fakultativen Anoxybiose der 
Leucocyten sprechen. 

2. Bei der Anoxybiose der Leucocyten sind améboide Bewegung 
und phagocytares Vermégen an die Energielieferung durch den Zerfall 
der Kohlehydrate in Milchsiure gebunden; denn bei Ausschaltung von 
Atmung und Glykolyse durch NeF verschwinden diese Funktionen 

3. Dies ist mit Riicksicht auf die Tatsache bemerkenswert, dab 
auch bei der Muskelkontraktion die Reaktion Kohlehydrat-Milchsaure 
die Energiequelle bildet 

4. Die Brachlegung der Ze}latryung bei Fortbestehen der anderen 
Funktionen wird als ein Beweis fiir die funktionelle Differenzierung des 
Protoplasmas nach Rossbach angesehen. 

5. Die Anoxybiose weist auf eine Verwandtschaft mit dem Rous- 
sarkom im Sinne der Untersuchungen von Warburg und A. Fischer hin. 

6. Es ist denkbar, daB in Abszessen und Exsudaten die anoxy- 
biotische Tatigkeit der Leucocyten von Wichtigkeit ist. 


1) F. Wind, Klin. Wochenschr. 5, 30, 1926. 
2) A. Bakker, a. a. O. 





Uber den Fermentgehalt des menschlichen Gehirns. 


Von 


T. Takasaka. 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses in Berlin, 


(Eingegangen am 18. Marz 1927.) 


Die Stoffwechselvorgiange im Gehirn sind in letzter Zeit mehrfach 
Gegenstand eingehender Untersuchung gewesen. 

Besonders intensiv hat man sich mit dem Zuckerstoffwechsel im 
Gehirn beschaftigt; es sei nur auf die Arbeiten von Hirschberg und Winter 
stein'), Asher und Takahashi*), Warburg und seinen Mitarbeitern®), 
Loebel*), Wohlgemuth und Nakamura*®) und auf die soeben erschienene 
Mitteilung von Krontowski*) hingewiesen. Aus ihnen geht iibereinstimmend 
hervor, daB der Kohlehydratstoffwechsel im Gehirn ein sehr reger ist. 


Es unterliegt nun keinem Zweifel, daB die Stoffwechseltatigkeit 
der Nervenzelle nicht bloB auf Kohlehydrate beschrankt ist. Sicherlich 
erstreckt sie sich noch nach den verschiedensten anderen Richtungen, 
doch sind unsere Erfahrungen hieriiber auBersi sparlich. Am ehesten 
diirfte man einen Einbli¢k in die Verhiltnisse bekommen, wenn man 
weiB, tiber welche Krafte die Hirn- und Nervenzelle verfiigt, um sich 
an dem Stoffwechsel zu betitigen. Ich bin deshalb der Anregung von 
Herrn Prof. Wohlgemuth gern gefolgt und habe das menschliche Gehirn 
zum Teil auch die Hypophyse und von peripheren Nerven den Ischiadicus 
auf seinen Fermentbestand untersucht; daneben auch das Gehirn des 
Meerschweinchens, da dieses Tier sich durch seinen hohen Fermentgehalt 
besonders auszeichnet. 


1) Hirschberg und Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 100, 185, 
1917; 101, 248, 1918; 108, 27, 1919. 

2) Asher und Takahashi, diese Zeitschr. 159, 351, 1925. 

8) Warburg, Posener und Negelein, ebendaselbst 152, 331, 1924. 

*) Loebel, ebendaselbst 161, 219, 1925. 

5) Wohlgemuth und Nakamura, ebendaselbst 175, 233, 1926. 

®) A. A. Krontowski, ebendaselbst 182, 1, 1927. 
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T. Takasaka: Fermentgehalt des menschlichen Gehirng 





1. 
Im Hinblick darauf, daB das Zentralnervensystem neben EiweiB 
in der Hauptsache Fett und Lipoide enthalt, untersuchte ich es zuerst 
auf den Gehalt an Lipase. 


Ich bediente mich dabei der Tributyrinmethode von Rona und 
Michaelis. 

Vorausgeschickt sei, da8 ich fiir alle meine Untersuchungen Gehirn 
von Leichen verwandte, bei denen der Eintritt des Todes nicht linger als 
24 bis 30 Stunden zuriicklag. Das Gehirn wurde von der Pia mater und den 
peripheren BlutgeféBen sorgfaltig befreit, in kleine Teile zerschnitten und 
zur Entfernung der Blutreste mit Wasser abgespiilt, bis sich das Spiilwasser 
nicht mehr rot verfarbte. Dann wurde die graue Substanz von der weiBen 
getrennt, mit der Schere noch weiter zerkleinert und im Mérser zu einem 
homogenen Brei verrieben. 1 Teil dieses Gehirnbreies wurde mit 2 Teilen 
|proz. NaCl-Lésung griindlichst verrieben, etwa %% Stunde bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen und dann scharf abzentrifugiert. Von diesem 
Extrakt wurden 2,0 cem zum Versuch verwandt. Als Pufferlésung diente 
ein Gemisch von m/3 primérem und m/3 sekundaérem Phosphat von der 
Reaktion py = 7,6; 1,0ccem hiervon diente zur Pufferung von 30 ccm 
frisch hergestellter gesaittigter Tributyrinlésung. Da wider Erwarten der 
Effekt nur ein schwacher war, wurde die Tropfenzihlung iiber 2 Stunden 
ausgedehnt. Das Resultat meiner Untersuchungen teile ich in Tabelle I 
mit; sie gibt nur einen kleinen Teil der von mir angestellten Versuche wieder. 





Tabelle I. 
Versuch I Versuch Il Versuch Ill Versuch IV 
; Tributyrin- Tributyrin- Tributyrin- Tributyrin- 
Extrekt aus spaltung spaltung spaltung spaltung 
Proz Proz. Proz. Proz. 
weiber Subsianz ... 60 56 5D 5D 
grauer Substanz .. . 53 46 47 48 
Hypophyse ..... 54 v6 
Nerv. ischiadicus . . . 56 45 42 48 
Meerschweinchenhirn . 80 83 


Aus der Tabelle I geht hervor, daB die Tributyrinspaltung in allen 
Fallen nur eine schwache ist; die weiBe Substanz wirkt stets etwas 
kraftiger als die graue. Ebenso schwach wirksam sind die Extrakte aus 
Hypophyse und Nerv. ischiadicus, wesentlich wirksamer waren die 
Extrakte aus Meerschweinchenhirn. 

Man konnte nun daran denken, daB bei ausgedehnterer Extraktion 
das Resultat ein besseres sein wiirde. Wir haben deshalb den Hirnbrei 
mit Kochsaizlésung 24 Stunden stehenlassen, sind aber dabei keineswegs 
zu besseren Ergebnissen gekommen. 

Alsdann priifte ich das Verhalten der Lipase gegeniiber Chinin 
und Atoxyl, um festzustellen, ob wir es im Gehirn mit einer anderen 
Lipase als der des Serums zu tun haben. 
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Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB 2ccm Extrakt, mit 10 my 
Chinin bzw. 10mg Atoxyl versetzt, zunichst 15 Minuten bei Zimme 
temperatur stehengelassen und dann mit 30cem gepufferter Tributyriy 
lésung gemischt wurden. Auch hier war die Versuchsdauer 2 Stunden 
Das Resultat teile ich in Tabelle II mit. 


Tabelle II. 





Versuch I Versuch II Versuch |!!! 


Tributyrin- Tributyrin- Tributyrin 


Extrakt aus spaltung spaltung spaltung 


Proz. Proz. Proz 


Kontrolle PD Ge ee BPP 
weiber Substanz + 10mg Chinin . 
+ 10mg Atoxyl . 


tor 
wt 


or ¢ 


Kontrolle a te fede cc ee 
grauer Substanz + 10mg Chinin . 
+ 10mg Atoxyl . 


ot be 


40 
45 
42 
38 


> Storrs] oO 


Kontrolle ean eee 
Nerv. ischiadicus + 10mg Chinin . 
+ 10mg Atoxyl . 


a 
co. 
- 


Stor 
oe) 


Aus den Versuchen geht somit hervor, daB die Lipase des zentralen 
und peripheren Nervensystems sowohl chinin- wie atoxylresistent ist. 


Da nun die Serumlipase des Menschen gegeniiber beiden Giften auBer. 
ordentlich empfindlich ist, so besagt dieser Befund, da8 der Gehalt der 
Extrakte an Lipase nicht zuriickgefiihrt werden darf auf die Gegenwart 
von Blutbestandteilen, sondern daB er tatsachlich aus dem Zellmateria! 
der Nervensubstanz stammt. 

Endlich habe ich mich noch bemiiht, festzustellen, ob die Gehirn 
substanz imstande ist, Lecithin zu spalten, bin aber nur zu negativen 
Ergeknissen gelan,t. 

Il. 


Von kohlehydratspaltenden Fermenten hat man bisher im Gehirn 
ein glykolytisches gefunden, bzw. ein Milchsaiure bildendes bzw. ein 
Acetaldehyd bildendes; nur das letztere ist im menschlichen Gehirn 
festgestellt worden, die anderen teils im Gehirn von Fréschen, teils 
von Ratten. 

DaB ein diastatisches Ferment im Gehirn vorkommt, ist gleichfalls 
bekannt; doch hatte man bisher keine Kenntnis von deh Quantitaten. 
in denen es im Gehirn anzutreffen ist. 

Diese Liicke habe ich zuniéchst auszufiillen gesucht, indem ich mir 
aus menschlichem Gehirn in der oben beschriebenen Weise Extrakte her- 
stellte und in ihnen die Diastase mit der Methode von Wohlgemuth be- 
stimmte. So untersuchte ich neben weiBer und grauer Substanz getrennt 


noch Hypophyse, Nerv. ischiadicus und Meerschweinchenhirn. Die Resultat 
gebe ich in Tabelle III wieder. 
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Tabelle II]. 
Versuch | Versuch II Versuch III VersuchIV Versuch V 

Extrakt aus 138° 138° 13° 138° j3° 
© 24h © 24h © 24h © 24h 24h 
eiber Substanz be. 4 S 4 s S 
grauer Substanz ... . 16 16 8 16 16 
Hypophyse. ...... 125 62 62 62 62 
Nerv. ischiadicus . 32 32 32 39 39 

Veerschweinchenhiru : 62.5 125 


Auch die Diastasemengen des menschlichen Gehirns sind nicht 
erheblich; doch enthalt hier die weibe Substanz weniger als die graue 
Das periphere Nervensystem scheint reicher an Diastase zu sein als 
las zentrale; wesentlich héher ist der Diastasegehalt der Hypophyse, 
er ibertrifft den des Gehirns um das Vier- bis Achtfache. Das Meer- 
schweinchenhirn enthalt wesentlich gréBere Mengen an Diastase als das 
menschliche. 

Alsdann priifte ich das Menschenhirn auf die Gegenwart von 
Polysaccharide spaltenden Fermenten, und zwar untersuchte ich, 
b sich im Gehirn ein Fructose und ein Lactose spaltendes Ferment 
nachweisen lieBe. Aber saimtliche Versuche ergaben ein negatives 
Resultat, ganz gleichgiiltig, ob ich mit Extrakten aus Gehirn odér mit 
Gehirnsubstanz selbst arbeitete. 

DaB ein glykolytisches Ferment im tierischen Gehirn sich findet, 
ist bewiesen einerseits durch die Versuche von Hirschberg und Winter- 
stein, die das Verschwinden von Zucker aus der das Froschriickenmark 
umspillenden Fliissigkeit festgestellt hatten, andererseits durch Warburg 
und seine Mitarbeiter, die die Bildung von Milchsaure in Schnitten von 
tattenhirn zum MaBstab gewahlt hatten. Uber Milchsaurebildung durch 
menschliche Hirnsubstanz liegen noch keine Erfahrungen vor, wenn 
wir von dem oxydativen Zuckerabbau durch Menschenhirn absehen, 
liber den Wohlgemuth und Nakamura vor kurzem berichtet haben. 





Ich untersuchte nun, ob und in welehem Umfange das menschliche 
Gehirn imstande ist, aus verschiedenen Kohlehydraten Milchséure zu 
bilden. 


Als Versuchsanordnung wahlte ich folgende: 

Menschliches Gehirn, von Leichen méglichst frisch entnommen, wurde 
von der Pia mater und den peripheren BlutgefiBen befreit, abgespiilt, in 
kleine Stiicke geschnitten und in der Reibeschale zu einem homogenen Brei 
verrieben. 10g dieses Breies wurden versetzt mit 45,0 cem 0,9proz. NaCl- 
Lésung + 5,0cem einer Pufferlésung, hergestellt nach Soerensen, aus 
m/5 primarem Phosphat und m/5 sekundirem Phosphat von der Reaktion 
Pa = 7,0, und 0,2 g Optochin. bas. als Desinfizienz. Diese Portion diente 
als Kontrolle. In der gleichen Weise wurden drei weitere Proben angestellt 
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von genau der gleichen Zusammensetzung unter Zugabe von 0,5 g Glneos, 
bzw. 0.5 g Galaktose bzw. 0,5 g Liavulose, die vorher in einem aliquot; 
Teil der erforderlichen 0,9proz. NaCl-Lésung gelést worden waren. Dar, 
kamen simtliche vier Portionen auf 8 Stunden in den Brutschrank \, 
blieben bis zum niachsten Tage im Eisschrank stehen. Die weitere Ver 


arbeitung geschah dann so, daB der Gesamtinhalt der Kélbchen schari 


zentrifugiert, 30cem des Zentrifugats aufgekocht, mit 4,0 cem 10 proz 
wolframsaurer Natriumlésung und 6,0cem */,n H,SO, versetzt, uy 
geschiittelt und nach 10 Minuten langem Stehen abfiltriert wurden. 30 cc), 
des vollkommen eiweiBfreien Filtrats wurden in einem MeBkélbchen vo, 
50 cem zur Entzuckerung nach Salkowski-Clausen mit Kupfersulfat wn: 
Kalkmilch versetzt, 30 Minuten bei Zimmertemperatur éfters geschiittelt. 
bis zur Marke aufgefiillt und dann das Filtrat nach Molisch mit a-Naphtho! 
und konzentrierter Schwefelsiure auf Zuckerfreiheit gepriift. Mit Aus 


nahme von Fructose und Liavulose, bisweilen auch von Lactose gelang die 


Entzuckerung sofort. War Zucker im Filtrat noch vorhanden, so wurd 
ein aliquoter Teil des Filtrats noch einmal mit Kupfersulfat und Kalkmilc! 
behandelt. 

Danach wurde in 10 ccm Filtrat die Milchsiure nach der Methode von 
Fiirth-Charnass unter Beobachtung der von Hirsch-Kaufmann und von 
Meyerhoj gegebenen Vorschriften quantitativ bestimmt. Die nachfolgend 
mitgeteilten Zahlen sind Mittelwerte aus gut iibereinstimmenden Doppel. 
analysen. 

Kontrolle. 10cem Filtrat enthielten 0,697 mg Milchsdéure, mithin in 
10 g Gehirnbrei 7,74 mg Milchsaure. 

Portion I (Glucose). 10ccm Filtrat enthielten 1,305 mg, mithin in 
10g Gehirnbrei 14,5 mg Milchsaure. 

Portion II (Galaktose). 10ccem Filtrat enthielten 1,22 mg; mithin 
in 10g Gehirnbrei 13,58 mg Milchsaure. 

Portion III (Livulose). 10cem Filtrat enthielten 1,53 mg; mithin 
in 10g Gehirnbrei 17,0 mg‘Milchsaure. 


Dieser Versuch ergibt, daB das menschliche Gehirn, ohne besonderen 
Zusatz von Kohlehydraten aus eigenen disponiblen Substanzen Milch 
saure bildet (Kontrolle). Bei Gegenwart von Kohlehydraten tritt 


Tabelle IV. 





Versuch II Versuch III Versuch IV 
mg Milchsaure mg Milchsaure mg Milchsaure 





in 10 com in 10g_—sin 10 ccm in 10g sin 10 ccm in 10g 
Filtrat Gehirn Filtrat Gehbirn Filtrat Gehirn 


Kontrolle. . . . . . 0,337 3,75 0,67 7.45 0,535 5,95 
re 0,958 10,65 1,264 14,05 0,900 10,00 
Galaktose. . . . : 1,318 14,65 1,21 13,45 0,810 9,00 
Lavulosee ...... 1,219 13,55 1,37 15,30 1,125 12,39 
Saccharose -.... 1,197 13,30 1,18 13,11 0,967 10,50) 
re 1,037 11,50 — 0,743 8,26 
Glykogen. ..... — 1139 12,65 0,765 8,50 
Monohexosephosphor- 


saure. 0,684 7,49 - 0,653 7,25 
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eine erhebliche Mehrproduktion ein, die am gréBten in der Portion mit 
Lavulose ist. 

Derartige Versuche habe ich mit diesen und anderen Kohlehydraten 
eine ganze Reihe angestellt. Der Kiirze halber seien sie in Tabelle LV 
zusammengestellt. 

Aus simtlichen Versuchen geht hervor, daB menschliches Gehirn 
imstande ist, aus den verschiedensten Zuckern Milchsaéure zu bilden. 
Yon Monosacchariden lieferte Livulose in allen Versuchen bis auf 
einen am meisten Milchséure, nur einmal ist die Wirkung der Galaktose 
um héchsten. Nach den Beobachtungen von Loebel am Rattenhirn, 
denen zufolge Galaktose schneller glykolysiert wird als Glykose, 
konnte man ein ahnliches Verhalten auch beim Menschenhirn erwarten. 
Es hat sich aber nur in einem Falle (Versuch 2) die Galaktose als besserer 
Milchsiurebildner erwiesen als die Glucose; sonst bewegen sich die 
Milchsiiurewerte aus Galaktose immer etwas unter der Glucose. Uher- 
raschend ist die Milchsiurebildung aus Lactose und Fructose, obwohl 
sich im Menschenhirn kein diese Zucker in ihre Komponenten zer- 
legendes Ferment nachweisen lieB. Das weist darauf hin, daB Poly- 
saccharide direkt zu Milchsiure abgebaut werden kénnen, ohne vorher 
gespalten zu werden. Glykogen hat in unseren Versuchen stets geringere 
Mengen Milchsaéure geliefert als Glucose. Monohexosephosphorsaure 
wird gleichfalls vom Menschenhirn, aber nur in geringem Umfange zu 
Milchséiure abgebaut. 

Il. 

Von eiweifspaltenden Fermenten wurge das menschliche Gehirn 
auf die Gegenwart von Autolyse, Gelatinase, peptolytischem Ferment 
und Nuclease untersucht. 

Was zunachst die Autolyse anbetrifft, so war bei der allgemeinen 
Verbreitung dieses Ferments zu erwarten, daB es auch im Menschenhirn 
vorhanden ist. Mich interessierte besonders, ob in den Mengen- 
verhaltnissen ein Unterschied zwischen grauer und weiber Substanz 
besteht. 

Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB 30 g Menschenhirn mit 90 cem 
0,9proz. Kochsalzlésung zu einem homogenen Brei in der Reibeschale 
verrieben, ein aliquoter Teil entnommen und in ihm sofort der lésliche 
Stickstoff bestimmt wurde. Die Hauptmenge wurde unter Toluol im 
Brutschrank gehalten und in 24stiindigen Intervallen das Fortschreiten der 
Autolyse durch Ermittlung des in Lésung gegangenen Stickstoffs verfolgt. 
Die EnteiweiBung geschah mit kolloidaler Eisenlésung nach vorherigem 
Erwirmen. In der gleichen Weise wurde mit weiBer und grauer Substanz 
gesondert verfahren, unter Innehaltung der gleichen Fliissigkeitsverhaltnisse. 
Auch mit peripherer Nervensubstanz wurden mehrere Versuche unter den 
gleichen Bedingungen angestellt. Das Resultat der Versuche gebe ich in 
Tabelle V wieder. Die dort aufgefiihrten Zahlen entsprechen dem in 10,0 cem 
Brei gelésten N in Milligrammen. 
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Tabelle V. 





— 


, Versuch | Versuct 
Gehirn 


weifie Substanz graue Substanz Weibe Substan, 


Diff Diff. Diff. Dif 
Sofort. . . . an08 | — ‘ 
Nach 24 Stdn. 5.488 1.680 4,888 1.416 
- « 6,272 0.784 5,656 0.668 9.856 1.456 

a . . | 6,664 ' 0392 — 


3,474 5,600 3,052 


8.400 2,800 4,592 
5,320 





Nervus ischiadicus 
Versuch I 
Diff. Diff. Ditt 


Versuch II 


grave Subtanz Versuch I] 


ee , 4,928 1.568 

Nach 24Stdn. ; 7,280 2,352 2,240 
ee os 8,512 1,282 2,660 
ie aly ' _ 


0,672 
0,420 


Aus den mitgeteilten Zahlen geht hervor, daB im menschlichen 
Gehirn sich ein schwach wirksames autolytisches Ferment findet 
Dasselbe ist in der grauen Substanz in griéBerer Menge enthalten als in 
der weiben Substanz. Auch im peripheren Nerven findet es sich, hier 
ist es aber noch schwicher als in der weiBen Substanz. 

Sodann untersuchte ich das Gehirn auf die Gegenwart von (elatinas: 


Den hierfiir erforderliche Extrakt stellte ich mir so her, daB ich 1 Tei 
Substanz mit 3 Teilen physiologischer Kochsalzlésung verrieb, einige Zeit 
bei Zimmertemperatur stehen lieB und dann scharf abzentrifugierte. De: 
Extrakt lieB ich auf 5 Proz. Chloroformgelatine wirken, deren Reaktio. 
Pu = 7,0 betrug, und zwar in Form eines Reihenversuchs. Die Reihen 
kamen auf 24 Stunden in den Brutschrank, wurden dann 30 Minuten lang 
in Eiswasser gestellt und dann ermittelt, welche kleinste Extraktmeng 
noch imstande war, 1,0 ccm Gelatine zu verfliissigen. Aus ihr wurde die 
CGelatinasemenge fiir 1,0cem Extrakt berechnet. AuBer Menschenhin 
untersuchte ich noch Meerschweinchenhirn. Die ermittelten Werte sind ir 
Tabelle VI aufgefiihrt. 


Tabelle V1. 


WeiBe Graue 
Substanz 





Meerschweinchen: 


Menschenhirn Substanz hirn 


Versuch I... . | 8 ‘ 8 
o a ae 8 8 
a a 8 ‘ 8 


Hiernach ist das menschliche Gehirn in geringem MaBe befahigt 
Gelatine zu verfliissigen, und zwar die weiBe Substanz in starkerem 
MaBe als die graue. Nach dem Ausfall der Autolyseversuche hatte ich 
ein Uberwiegen der grauen Substanz erwartet, es ergab sich aber in 
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Jlen Fallen das Gegenteil. Das Meerschweinchenhirn enthalt etwa 
lie gleiche Menge an Gelatinase. Im peripheren Nerven und in der 
Hypophyse konnte keine Gelatinase nachgewiesen werden. 

Von peptolytischen Fermenten fahndete ich nach einem Glycyl- 
tryptophan spaltenden und einem Glycyltyrosin spaltenden Ferment. 
Der Nachweis des letzteren gelang nie, dagegen der des ersteren in 
len Fallen auf folgende Weise: 


3g Menschenhirn wurden mit der dreifachen Menge physiologischer 
Kochsalzlésung in der Reibeschale verrieben und nach einigem Stehen 
bei Zimmertemperatur scharf abzentrifugiert. 2ccm des iiberstehenden 
Extrakts wurden mit etwa 0,02 g Glycyltryptophan, gelést in 1,0 cem 
NaCl-Lésung, versetzt und unter Toluol 24 Stunden im Brutschrank 
belassen. Danach wurde durch Zusatz von Bromwasser gepriift, ob Trypto- 
phan aus dem Dipeptid abgespalten worden ist. Samtliche Versuche 
gaben eine starke Violettfarbung. 

Es ist somit im Menschenhirn ein Glycyltryptophan spaltendes 
Ferment vorhanden. 

Endlich wurde gepriift, ob menschliches Gehirn auch eine Nuclease 
enthalt. Bei dem Reichtum an Ganglienzellen, besonders in der grauen 
Substanz, konnte man das Ferment hier erwarten. Die Versuchs- 
mordnung war folgende: 

Aus der Gehirnsubstanz wurde ein Extrakt in der iiblichen Weise 
| Teil Gehirn + 2 Teile physiologischer NaCl-Lésung) bereitet und 18 cem 
dieses Extrakts versetzt mit 5,0cem einer 2proz. Lésung von‘ hefe- 
nucleinsaurem Natrium ; zur Kontrolle die gleiche Extraktmenge mit 5 ccm 
H,.O. Beide Portionen kamen unter Toluol in den Brutschrank. Nach 
24 Stunden wurden aus beiden Kélbchen je 5,0 ccm Inhalt entnommen 
und in ihm nach Bell-Doisy die freie Phosphorsaure kolorimetrisch bestimmt, 
nach weiteren 24 Stunden abermals. 

Auf diese Weise untersuchte ich graue Substanz getrennt von der 
weiBen, daneben auch periphere Nervensubstanz. Das Resultat dieser 
Versuche teilte ich in Tabelle VII mit. Die hier aufgefiihrten Zahlen 
bedeuten Milligramm freie Phosphorsiure in 100 cem Extrakt. 


Tabe lle VII. 





Versuch Kontrolle Versuch Kontrolle Versuch Kontrolle 


Graue Substanz nach | 24" 38,10 19,18 | 37,50 18,87 | 44,64 | 19,24 
rane oudstang nach) 48 8 §©=—- 38,86 19,66 | 38,55 | 19,14 | 45,63 | 19.97 


8S ae 25,21 17,98 25,39 18,14 36,27 IS.81 
Weibe Substanz nach | 48 98°57 18.63 98°94 18.47 37.20 19.16 
Nerv. ischiadicus 24 13,08 8,22 13,11 8,00 15,37 8,52 


Aus allen Versuchen geht hervor, daB das Gehirn imstande ist, aus 
Nucleinsiure Phosphorsiure abzuspalten. Besonders wirksam ist die 
graue Substanz, aber auch die weibe enthalt Nuclease in nicht geringer 
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Menge. Meist ist die Maximalwirkung schon nach 24 Stunden erreich; 
Die peripheren Nerven enthalten nur kleine Mengen an Nuclease 
Zum SchluB priifte ich noch, ob das Gehirn eine Phenolase ent)}; 
Da sich im Blute schon Phenolase findet, wurde bei der \¢ 
arbeitung des Gehirns alle Sorgfalt darauf verwandt, méglichst blutfrei 
Extrakte zu erhalten. 


Die Herstellung geschah in der oben beschriebenen Weise. Mit einer 
solchen Extrakt stellte ich zuerst einen qualitativen Versuch an, um mi 
zu orientieren, ob eine starke Wirkung zu erwarten war. Zunichst lies} jc} 
den Extrakt auf das leicht angreifbare Adrenalin einwirken. Die Versuc}, 
fielen aber stets negativ aus, wihrend die Adrenalinkontrolle im Reagenz 
glas nach | bis 2 Stunden stets die typische Rosafarbung zeigte. Ebens: 
wenig wurde Brenzcatechin vom Extrakt angegriffen. Die Versuch: 
deuteten im Gegenteil eher darauf hin, daB die Gehirnextrakte eine hemmenc: 
Wirkung auf die Autooxydation dieser Phenolderivate ausiibt. 

Ich habe mich nun bemiiht, diese hemmende Wirkung genau zu messe 
und bin so vorgegangen, daB ich eine Reihe von Reagenzglasern mit al 
steigenden Mengen des Extrakts beschickte in fortlaufender Progressio: 
und zu jedem Glaschen 2 Tropfen der offizinellen Adrenalinlésung (1 : 1000 
zugab. Dann kam die Reihe auf 24 Stunden in den Brutschrank, und na 
Ablauf der Frist wurde festgestellt, bis zu welchem Glaschen eine Hemmuny 
zu erkennen war. Ebenso wurden Versuche mit Brenzcatechin angestel!: 
unter Verwendung von je 1,0cem einer Iproz. Lésung. Fiir Adrenali 


ergab sich eine Hemmung noch bei 0,25 bzw. 0,125 cem Extrakt, bei Brenz 
catechin war sogar noch eine Hemmung mit 0,0625 cem Extrakt deutlic! 


zu erkennen. Auch Extrakte aus dem Nerv. ischiadicus besitzen dies: 
hemmende Kraft. 

Es findet sich semit in der Géhirn- und Nervensubstanz keine 
Phenolase. Beide Substanzen haben im Gegenteil die Fahigkeit 
Adrenalin und Brenzkatechin vor der Zersetzung zu schiitzen. 


Zusammenfassung. 

Im menschlichen Gehirn findet sich eine schwach wirksame Lipase 
die gegen Chinin und Atoxy] resistent ist. 

Von Kohlehydrat spaltenden Fermenten wurde eine schwac! 
wirksame Diastase gefunden und ein glykolytisches Ferment, das aus 
Polysacchariden ebenso Milchsiure bildet wie aus Monosacchariden 
Von diesen erwies sich als bester Milchséurebildner die Lavulose 
wahrend die Milchsiuremengen aus Glykogen und Glucose stets niedrige: 
waren. 

Neben Autolyse konnte eine Gelatinase, ein peptolytisches Ferment 
und Nuclease nachgewiesen werden. 

Die Fermentverteilung im Gehirn ist eine unregelmaBige. Dic 
graue Substanz iibertrifft die weiBe in ihrem Gehalt an Diastase, auto 
lytischem Ferment und Nuclease, wahrend die Lipase und Gelatinase 
sich in gréBerer Menge in der weiben Substanz finden. 
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ynd die Ammoniakbildung im Muskel und deren Zusammenhang 
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J. K. Parnas und Wt. Mozotowski. 
\us dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg). | 


(Eingegangen am 19. Marz 1927.) 





Mit 14 Abbildungen im Text. 


I. 

Die Erforschung der chemischen Vorginge im Muskel, die in den 
letzten zwei Jahrzehnten den Umsatz der Kohlehydrate in seinem 
Jusammenhang mit der Energetik der Muskelarbeit so weitgehend 
wfgeklart hat, lieB die cinfachen stickstoffhaltigen Verbindungen des 
Muskelgewebes und ihre Umsetzungen bei Arbeit .und Zustandsande- 
rungen dieses Gewebes fast unbeachtet. Einzig das Kreatin hat - 
nfolge der Annahme iiber den Zusammenhang dieses Stoffes mit dem 
Muskeltonus — erhéhte Beachtung gefunden; wie wenig Bedeutung 
ian dagegen dem Harnstoff und dem Ammoniak und ihrem Zusammen- 
hang mit den chemischen Vorgingen im Muskel beilegt, zeigt der Um- 
stand, daB diesen Stoffen in neuen, ausfiihrlichen Darstellungen der 
Muskelchemie nur wenige Zeilen gewidmet sind und auch diese nichts 

Nicheres bringen?”). 
Die neuere Literatur des Gegenstandes ist auch sehr sparlich. Wir 
werden Arbeiten, deren Ergebnisse mit den unseren zu vergleichen sein 


1) Der Ella-Plotz-Sachs-Foundation, deren Spende die Ausfiihrung 
lieser Arbeit erméglicht hat, méchten wir an dieser Stelle unseren Dank 
wussprechen. Die hier mitgeteilten Untersuchungen wurden in den Sitzungen 
ler Wissenschaftlichen Gesellschaft in Lemberg am 31. Januar 1927 und 
am 21. Februar 1927 und zusammenfassend in einem Vortrag in der Bio- 
wischen Gesellschaft in Wien am 14. Marz 1927 vorgetragen. 

2) G. Embden in Handbuch der normalen und pathologischen Physiologie 
8(1), 459, 1925; O. v. Fiirth in Handb. d. Biochem. 8, 80, 1925; 4, 334/335, 
1925; Theophile Cahn, Ann. d. Physiol. 2, 646, 1926. 
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werden, spater besprechen; hier wollen wir nur diejenigen erwahnen, 
welchen eine zuverlassige Methodik fiir die Bestimmung von Harnst, 
und Ammoniak angewandt wurde. 


Nachdem Marshall‘) die Urease zur Harnstoffbestimmung im Musk 
zuerst verwendet hatte, hat J. B. Sumner*) in Muskeln von Katzen uy 
Meerschweinchen Bestimmungen von Harnstoff und Ammoniak nebe 
einander ausgefiihrt. Er findet in zerkleinerter Muskulatur der Katze 10 | 
15 mg-Proz. Ammoniakstickstoff, 24 bis 32,7 mg fiir die Summe 
Harnstoffs und Ammoniakstickstoffs. 

R. Hoagland und C. M. Mansfield*) haben dann in einer besonder 
sorgfaltigen, unter aseptischen Kautelen durchgefiihrten Arbeit an Ochs 
das postmortale Verhalten von Harnstoff im Muskelgewebe untersuch: 
Obwohl sie den Ammoniakgehalt untersucht haben, fiihren sie keine Wer 
fiir diesen Stoff, sondern nur den Harnstoffgehalt der Muskeln an. Es i: 
bemerkenswert, daB in den Versuchen dieser Autoren der Harnstoffgeha 


der Muskulatur bei einer Inkubation von bis 41 Tagen bei 37° konstan: 
bleibt, wahrend in anderen Versuchen von Hoagland, McBryde wi 
Powick*), in welchen Harnstoff nicht bestimmt wurde, der Ammoniakgeha!: 
der Ochsenmuskulatur innerhalb von 101 Tagen bei 37° von 8,7 au’ 


62,9 mg-Proz. anwachst. 


Gad Andersen*) hat im Jahre 1919 iiber den Gehalt der Muskulatur 
an Harnstoff und Ammoniak ganz andere Werte verdéffentlicht als 
seine Vorgéinger. Sumner hatte den Ammoniakgehalt der Muskeln sehr 
viel héher gefunden als den des Blutes, der von Gad Andersen zu 0,25 bis 


0,5 mg-Proz. angenommen wird. Gad Andersen zeigt, im Gegensatz z 


Sumner, daB man den Ammoniakgehalt des Blutes und der Muskulatur 


annahernd gleich findet, wenn man den Ammoniakgehalt des Muskels dure! 
Zerreiben mit Alkohol bei — 20° fixiert: daB im Muskel nach dem Tod 


eine Zersetzung von Harnstoff zu Ammoniak stattfindet, wahrend im Blute 


weder Ammoniakbildung noch Harnstoffschwund erfolgt. Die Sumn 
von Harnstoff und Ammoniak bleibt nach Gad Andersen im Froschmusk 


Rattenmuskel und Hundemuskel konstant und der des Blutes gleich. Wir 


werden auf die Untersuchungen von Gad Andersen noch zuriickkommen 
vorwegnehmend méchten wir schon jetzt bemerken, da8 wir sie in de 
meisten Punkten nicht bestatigen konnten und zu ganz anderen Ergebnisse! 
gelangt sind. 


Von ganz anderer Seite haben sich O Meyerho/, K Lohmann uni 
R. Meier*) mit der Ammoniak- und Harnstoffbildung im Warmbliiter 
muskel beschaéftigt. Im Gegensatz zum isolierten Froschmuskel, in det 
sich eine Ammoniakbildung bei Arbeit, Erholung, Anoxybiose und Stan 


1) Marshall, Journ. of biol. Chem. 15, 493, 1913; Marshall und Davies 
ebendaselbst 18, 53, 1914. 

2) Sumner, ebendaselbst 27, 95, 1916. 

3) R. Hoagland und C. M. Mansfield, ebendaselbst 31, 487, 1917 

*) Hoagland, McBryde und Powick, U.S. Dept. Agric. Bull. 1917 
8S. 433; zitiert nach R. Hoagland und C. M. Mansfield, Journ. of bio 
Chem. $1, 487, 1917. 

5) Gad Andersen, Journ. of biol. Chem. 89, 267, 1919. 

®) O. Meyerhof, K. Lohmann und R. Meier, diese Zeitschr. 157, 45° 
1925. 
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ht nachweisen lie"), zeigt in den Versuchen dieser Forscher das Ratten- 
zwerehfell in Ringerphosphatlésung bei guter Sauerstoffversorgung eine 
edeutende Ammoniakbildung, wenn die Nahrfliissigkeit keinen Trauben- 
sucker und keine Zwischenglieder des Kohlehydratstoffwechsels (Milchsaéure, 
Brenztraubenséure) enthalt; besonders aber, wenn die Muskulatur von 
Hungerratten stammt. Anoxybiose verringert die Ammoniakbildung, 
wenn auch nicht so stark wie Zuckerangebot. 

Die Werte, welche Meyerhof, Lohmann und Meier fiir den Ammoniak- 
vehalt und die Ammoniakbildung in der Muskulatur des Rattenzwerchfells 
bei 37° und bei Abwesenheit hemmender Faktoren gefunden haben (S. 484), 
sind hier in diejenigen Einheiten umgerechnet, die in dieser Arbeit ver- 


wendet werden sollen. 
Tabelle 1. 


(Nach Meyerho/, Lohmann und Meier.) 





Antangsgehalt . Gebildet 
= des Muskels Versuchsdauer Cane mgProz. Nit ‘N 
mg*Proz. NHgsN mg-Proz. NHgsN pro Stunde 
l 4.5 4h3n 8,7 1.94 
2 4.5 6 3,7 0.618 
3 4,12 5 30 5.9 1.05 
3.86 5 6.5 1.3 
5 5 6 4.6 0,77 
4.24 » BO 9,1 1,65 
4 2.75 2 30 2.95 1,28 


Vergleicht man diese Werte fiir die Ammoniakbildung in Muskeln 
mit der Ammoniakbildung in anderen Geweben, wie sie unter sehr Ahnlichen 
Bedingungen von Warburg, Negelein und Posener*) bestimmt wurde, so 
faillt es auf, daB die intensivste Ammoniakbildung in den Muskeln derjenigen 
ler am schwachsten ammoniakbildenden Gewebe (abgesehen von der 
Schilddriise) entspricht. Es bilden némlich bei 37,5, in Ringer-Glucoselésung 
und py 7,66: 





Submaxillaris*) Lebert) Pankreas*) Thymust) Hoden t+) wen... aE +) Retina t) 
1,88 4,38 6,88 19,4 14,37 87,5 75 mg-Proz. 
*) Kaninchen. +) Ratte 


Ammoniak-N in der Stunde, wahrend Rattencarcinom 50 bis 62 und 
Hiihnerembryo (fiinftaégig) 35 mg-Proz. NH,—N pro Stunde erzeugen®). 


1) Abgesehen von den oben angefiihrten Ergebnissen Gad A ndersens : einen 
Zuwachs von Aminosticksto/f haben J. Parnas und R. Wagner (diese Zeitschr. 
61, 416, 1914) sowie O. Meyerhof (Pfliigers Arch. 204, 328, 1924) in 
warmestarren und chloroformstarren Froschmuskeln nicht finden kénnen. 
Auf die Untersuchung von Lee und Tashiro (Amer. Journ. of Physiol. 
61, 244. 1922) werden wir spater zuriickkommen (s. S. 423). 

2) Diese Zeitschr. 152, 335, 1924. 

3) Nach Warburg, Negelein und Posener. 
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Wir beriicksichtigen hier die Literatur der sogenannten auto 


lytischen Vorginge nicht, bei welchen Ammoniakbildung im Muske! 


beobachtet wurde. Es ist freilich nicht leicht, diejenigen Vorgiinge, di: 


man als Fortsetzung der chemischen Lebensprozesse betrachtet, von 


denjenigen begrifflich abzugrenzen, die man als Wirkung der Zell 
fermente nach Auflésung der sowohl die vitale Ordnung als den 
Zellstoffwechsel bedingenden Struktur ansieht: in der Tat flieBe: 
beide Gruppen von Vorgingen ineinander. Im einzelnen Falle wird 
jedoch die Unterscheidung méglich sein: so wird man die im Rindfleisch 
bei 37° vor sich gehende Bildung von Ammoniak und Aminosiuren' 

oder die Ammoniakbildung im Rattenmuskel?), die erst nach Verlauf 
mehrerer Stunden nach Zerkleinerung des Muskelgewebes ansetzt 
als autolytische Vorginge ansehen; dagegen die oxydative Ammoniak 
bildung in frischen Rattendiaphragmen, wie sie von Meyerhoj 
Lohmann und Meier beschrieben wird, als Fortsetzung der Stoffwechsel. 
vorgainge des Gewebes auffassen kénnen. 


II. Die traumatische Ammoniakbildung. 


1. Die Grundversuche. 


Den Ausgangspunkt unserer Untersuchungen iiber den Ammoniak 


gehalt und die Ammoniakbildung im Muskel bildete die Beobachtung 
daB sich beim Zerreiben eines Froschmuskels mit wenig Wasser ode: 
physiologischer Kochsalzlésung innerhalb einer Minute groBe An moniak 
mengen bilden, und daB diese Ammoniakbildung ausbleibt, wenn der 
Muskel nicht mit Wasser, sondern mit derselben schwach alkalischen 
Boratlésung zerrieben wird, die wir zur Hemmung der Ammoniak 
bildung im Blute verwenden. 


1. Der Grundversuch ist einfach, klar und leicht reproduzierbar 
Man prdpariert einen Gastrocnemius eines frisch getiteten Frosches 
wigt ihn auf der Torsionswage und zerreibt thn mit 3 ccm Wasser seh 
schnell in einem rauhen Glasmérser mit Quarzsand: das Zerreiber 
dauert 15 Sekunden, dann lasse man noch bis 2 Minuten stehen. Di: 
Wasserstoffionenkonzentration des Breies betrdgt pa = 7,3%). Man 
bringt die Masse in den Kolben des Destillationsapparats, in dem sich 
schon 10 ccm einer kalt gesdttigten ammoniakfreien Boratlésung befinde: 
Man erhdlt nach der Destillation, die 3 bis 4 Minuten dauert, ein: 


1) Hoagland, Mc Bryde und Powick, zitiert nach Journ. of biol. Chen 
831, 487, 1917. 

*) Popoviciu, diese Zeitschr. 170, 408, 1926 (Uber Bedingungen di. 
autolytischen Ammoniakbildung in den Geweben). 

8) Mit der Chinhydronelektrode nach Mozolowski und Parnas gemesse 
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Ammoniakmenge, die dem Gehalt von 5mg NH,-N in 100g Muskel 
entspricht. Wiederholte Destillationen geben keine weiteren Ammoniak- 
mengen. 

2. Man wiederholt denselben Versuch mit dem zweiten, symmetrischen 
Gastrocnemius, zerreibt thn aber nicht mit Wasser, sondern mit 3 ccm 
der oben erwihnten Boraxlisung; die Wasserstof{fionenkonzentration ent- 
spricht jetzt py = 9,35; nach 15 Sekunden bringt man die Masse in den 
Kolben und destilliert. Man findet nur 0,4 bis 0,7 mg-Proz. Ammoniak- 
stickstoff, die Werte schwanken je nach der Sorgfdltigkeit der Praparierung 
und Geschwindigkeit, mit welcher das Zerreiben mit Borat erfolgt. 

Man kann beide Versuche an weiteren Muskeln der Froschschenkel 
mit dem gleichen Resultat wiederholen. 


Der naheliegende Einwand, daB sich das Ammoniak aus der alkalischen 
Lésung (pq = 9,3) waihrend des Zerreibens verfliichtigt hat, laBt sich 
leicht entkraften. Wenn man zur Boratlésung im Moérser 0,01 mg Ammoniak- 
stickstoff hinzufiigt, 30 Sekunden unter ahnlicher Behandlung wie beim 
Zerreiben des Muskels stehenlaBt und dann destilliert, so findet man iiber 
95 Proz. wieder'). Wenn man die mit Wasser zerriebenen Muskeln nach 
2 Minuten mit Borat versetzt, nach weiteren 30 Sekunden in den Kolben 
spilt und destilliert, so findet man dieselben Ammoniakmengen, wie wenn 
man ohne vorherige Alkalisierung im Mérser in den Kolben spiilt. 


Wenn man die Destillation der mit Borat zerriebenen Muskeln 
wiederholt, so findet man nach Minuten und nach Stunden kein 
Ammoniak mehr. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dap in Skelettmuskeln unter dem 
EinfluB der mechanischen Zerstérung eine sehr schnell verlaufende 
Ammoniakbildung vor sich geht: wir wollen sie als traumatische Ammoniak- 
bildung bezeichnen. Die traumatische Ammoniakbildung lapt sich ver- 
hindern, wenn das Gewebe im Moment der Verletzung mit einer alkalischen 


1) Als Beispiel sei folgender Kontrollversuch angefiihrt: Es wurden 
bestimmte Volumina von Standardlésungen aus der Biirette abgemessen: 
einmal in den Kolben des Destillationsapparats und nach ZuflieBenlassen 
der Boraxlésung wie bei der Blutdestillation, bei geschlossenem Apparat, 
im Vakuum mit Dampf destilliert; dann die gleiche Menge in den Mérser 
abgemessen, mit Boraxlésung und Quarzsand versetzt, 30 Sekunden lang 
wie bei der Muskelzerstérung verrieben, in das Kélbchen (s. Abb. 1) gespiilt 
und destilliert. Wenn man die ersten Werte als Standardwerte betrachtet, 
so wurde gefunden: 





Wie bei Muskelverarbeitung 


Standard behandelt 
mg Proz. 
0,092 100 
0,006 102 
0,010 105 


0,030 97 
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Fliissigkeit durchtrankt wird ; die alkalische Reaktion verhindert aber auch 
auf die Dauer die Ammoniakbildung. 
Die traumatische Ammoniakbildung ist eine den quergestreifte: 


Muskeln aller Wirbeltiere allgemeine Erscheinung: wir haben sie bis 
jetzt bei Amphibien, Reptilien, Fischen, Végeln, Saugern — auch an 
Menschenmuskeln — beobachtet. 

Aus der Hemmung der traumatischen Ammoniakbildung dure} 
alkalische Boratlisung ergibt sich die Moéglichkeit, den Ammonial 
gehalt des Muskelgewebes in jedem Zustande, im Zusammenhan; 
mit Funktion und Zustandsiinderung zu bestimmen. Wir haben auf 
dieser Grundlage eine Methode ausgearbeitet, welche die Bestimmung 
des Ammoniakgehalts in etwa 0,5 g Muskel ebenso leicht und schnell! 
ausfiihren laBt, wie die Ammoniakbestimmung im Blute nach Parnas 
und Heller'). Mittels dieser Methode haben wir den Ammoniakgehalt 
und die Ammoniakbildung, sowie die traumatische Ammoniakbilduny 
in Muskeln verschiedener Tierklassen und unter verschiedenen Be 
dingungen studiert. Die vorliegende Arbeit soll die Grundtatsachen 
in einem Umri® darstellen, dessen Vertiefung weiteren Arbeiten vor 
behalten bleiben muB. Der Betrag der traumatischen Ammoniak 
anhaufung stellt die obere Grenze der physiologischen Schwankungen 
des Ammoniakgehalts dar, und alle diese Schwankungen muften wn 
bemerkt bleiben, solange die Erscheinung der traumatischen Ammoniak 
bildung unbekannt war und solange man sie nicht zu verhindern wupte 
Die Verhaltnisse liegen hier ahnlich, wie bei der traumatischen Milch 
sdurebildung, deren Entdeckung und Beherrschung durch Fletcher 
und Hopkins erst die Méglichkeit schuf, Milchséure im Muskelgewelx 
zu bestimmen und die Funktion dieser Substanz im Chemismus der 
Muskeltatigkeit. aufzuklaren. 


2. Methodik. 


Da die Festlegung des chemischen Zustandes des Muskels bei 
der Bestimmung seines Ammoniakgehalts von gré8ter Bedeutung ist 
so muB die Zerreibung des Gewebes schnell erfolgen, und zwar so, dal 
die alkalische Boratlésung méglichst schnell in die verletzten Fasern 
dringen kann. Wir arbeiten folgendermaBen: ein Glasmérser von 
25 cem Inhalt, bei einem Durchmesser von 4,5 cm, mit rauher Innen 
flache, und ein ebenfalls rauhes Glaspistill, das zu einem viel gréBeren 
Morser gehért, werden so gewahlt, daB die Reibfliche des Pistills und 
des Mérsers aneinanderpassen. Man bringt etwa 5ccm Boratlésung 
in den Mérser und etwa 0,5 bis 1 g ausgegliihten Quarzsand. Der Muske! 
wird auf der Torsionswage von Hartmann und Braun mit Hilfe von 


') Diese Zeitschr. 152, 1, 1924. 
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passend angefertigten Hakchen aus Aluminiumdraht abgewogen und 
in die Boratlésung gebracht: es ist auch zweckmabig, ihn vorher in 
(juarzsand zu tauchen. Man kann dann mit wenigen kurzen Bewegungen, 
unter Vermeidung des Schwenkens der Fliissigkeitsoberfliche, den 
Muskel fein zerreiben. 


Die Bestimmung des Ammoniaks geschieht genau so, wie sie 
am Blute in diesem Laboratorium ausgefiihrt wird, in der Apparatur 
von Parnas und Heller, in der endgiiltigen Form, wie sie von Parnas 
und Klisiecki') beschrieben wird. Da indessen : 
das Einbringen des Gewebsbreies in den fiir Blut \ 
bestimmten Destillationskolben -- durch das 
Dampfeinleitungsrohr unmdéglich ist, weil sich \ 
die Verjiingung dieses Rohres mit Quarz und ‘| 





Muskelfaser verstopft, so verwenden wir ein neues 
Modell des Destillationskolbens, dessen untere 
Kugel, welche die zu destillierende Masse auf- 
nimmt, als kurzhalsiges Kélbchen angeschliffen 
und abnehmbar ist*). Eine Bestimmung dauert, 
einschlieBlich der kolorimetrischen Bestimmung, 
etwa 10 Minuten. Die Wasserdampfdestillation 
im Vakuum*%) kann meistens ohne Zusatz von 
Paraffin geschehen, da der Schaum bald zu- 


Abb. 1. 


sammenfiallt. 

Zur Alkalisierung verwenden wir jetzt eine bei 12° gesittigte 
Lésung von reinem Borax, welche durch Kochen ammoniakfrei 
gemacht wird. Ihre Reaktion entspricht einem py = 9,35 (t = 18°), 
und sie bedarf fiir 1 cem 1.9 cem n/10 HCl, um auf pz 7.3 gebracht 
zu werden). 


1) Parnas und Klisiecki, diese Zeitschr. 173, 224, 1926. 

*) Hergestellt von Robert Goetze, Leipzig. 

*) Wahrend einer Demonstration dieser Methode am XII. Physiologen- 
kongreB in Stockholm stellte Prof. S. R. Benedict die Frage, ob nicht bei 
der Wasserdampfdestillation im Vakuum lokale Temperaturerhéhungen, 
etwa an der Miindung des Dampfeinleitungsrohres, stattfinden kénnten. 
Wir haben die Temperatur wahrend der Destillation thermoelektrisch mit 
einem Konstantan-Kupferelement und einem schnellen Drehspulgalvano- 
meter gemessen. Wenn die Destillation, wie gewéhnlich, bei 26 mm Druck 
erfolgt, so ist die Temperatur im Kolben 30 bis 35°, wenn sich im Kolben 
10 cem Fliissigkeit befinden. Fihlt sich der Kolben warm an und zeigt 
das Manometer 30 mm, so steigt die Temperatur bis 39°. GréBere Schwan- 
kungen haben wir unter den Bedingungen der Destillation nicht gesehen, 
und die Temperatur ist an der Miindung des Einleitungsrohres dieselbe wie 
an anderen Stellen. Der Dampf kiihlt sich schon im langen Einleitungsrolu 
durch Ausdehnung stark ab. 

*) Dies ist die Reaktion deg mit Wasser zerriebenen Muskelgewebes. 
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Die Bestimmung des Ammoniaks geschah, genau wie bei Be. 
stimmungen im Blute, mittels des Nesslerschen Reagens und kolori- 
metrischer Messung im Kolorimeter von Wolff. Der maximale Fehler 
der Bestimmung — als Ganzes genommen — betragt nach Versuchen 
an ebenso behandelten Standardlésungen + 5°/. 

Zur Fixierung des Zustandes haben wir manchmal die Muskeln in 
fliissige Luft eingetaucht und sogar stundenlang aufbewahrt; man 
kann die gefrorenen Muskeln in einem trockenen Raume auch sely 
gut auf der Torsionswage wagen und sehr bequem in kleinere Stiicke 
spalten'). Das Gefrieren der Muskeln in der Nahe von 0° bedingt, wie 
wir zeigen werden, traumatische Ammoniakbildung, auch wenn die 
Temperatur nicht wieder zum Auftauen des Gewebes steigt. 


3. Der Ammoniakgehalt und die traumatische Ammoniakbildung im frischen 
normalen Muskel. 

Die Tabellen Il und IIL geben die Werte fiir den Ammoniakgehalt 
frischer normaler Muskeln sowie die traumatische Ammoniakanhaufung 
in denselben. 

Die Zahlen der Kolonne 4 (NH,-N-Gehalt) geben den Ammoniak- 
gehalt (in Milligrammen fiir 100 g frisches Gewebe), der gefunden wird, 
wenn das Gewebe mit Boratlésung zerrieben wird. 

Die Zahlen der Kolonne 5 (NH,-N nach Zerreiben mit H,O) geben 
den Ammoniakgehalt an, der gefunden wird, wenn das Gewebe mit 
Wasser zerrieben 2 Minuten lang bei Zimmertemperatur belassen und 
dann mit Borat versetzt wird. 

Die Zahlen der Kolonne 6 (traumatische NH,-Bildung) geben du 
Differenz der beiden Werte fiir zusammengehérige Muskeln aus 
Kolonne 5 und 4 in Milligrammen NH,-N fiir 100 g Gewebe an. 

Die Muskeln werden nicht immer genau bezeichnet, sondern zum 
Teil nur die Gruppe, zu der sie gehéren, da fiir genaue Bestimmung 
meistens keine Zeit war. 

Die Werte fiir den Ammoniakgehalt des frischen Muskels schwanken, 
fiir den Froschmuskel, in den Grenzen zwischen 0,4 und 1,1 mg-Proz 
wobei die meisten Werte um 0,8 mg-Proz. liegen, der Durchschnittswert 
0,66 mg-Proz. betrigt. Wir betrachten die Versuche vom 26. Janua: 
als die besten: hier sind die Muskeln Tieren von bestimmter Temperatw 
entnommen, die Tiere sehr schnell getétet und prapariert und die 
Muskeln unter Anwendung von fliissiger Luft verarbeitet worden 
Wir sind auf Grund dieser Versuche der Ansicht, daB der Ammoniak- 


1) Der Sauerstoffabrik ,,Gaz‘‘ in Lwow-Persenkéwka, die uns wahrend 
dieser Arbeit unentgeltlich mit fliissiger Luft versorgte, méchten wir an 
dieser Stelle unseren Dank aussprechen. 
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T'abelle 111. Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung in Skelettmusk:'; \.Ciehalt 


verschiedener Tierklassen und Arten. 1 bis 0 
i yi 
| N HgsNe Trauma- les Fros 
NHN; | Gehalt nach _ tische 
Datum Muskel Gewicht Gehalt | Zerreiben NH,sN- Wie 
mit H,O Bildung 
mg mg-Proz.| mg-Proz. mg-Proz. eine vers 


we Iche ( 





Fische: Rotfeder (Scardinius erythrophthalmus) 


.. 1. Riickenmuskel 488 1,92 In ot durchluftete liese A 
540 8 29 Aquarium gehalten ve 
a ar 82 Durch Gehirnzerstérun, und die | 
42 1,96 getotet, geschuppt, Mus \ moni 
460 174 kel sehr schnell nac m 
500 8.15 52 Myomeren geschnitter wendung 


741 1,43 In flussiger Luft abge wahrsch 
657 1,58 kuhlt Muskeln 
Amphibien: Frosche (Rana esculenta und temporaria). um etwe 
Schenkel- und 0,66 5.36 4.70 Durchschnittswerte 
Wadenmuskel Tabelle 
Reptilien: Sumpfschildkréte (Emys europaea). 
-Il. Sehultermuskel 512 0,78 GroBes Exemplar t 
520) 3.4 26 zwei Jahren gehalten. im 
503 28 o Sommer gut genahrt | 
oui 2.5 2, blutet 
Hinterbeinm. 240 0.44 
Vogel: Taube (Columba livia domestica). 
Schenkelmuskel 508 O08 Entblutet, 6 Min. nach 


463 3.97 ‘ Koptung analysiert 


Sauger: Maus. 


Hinterbein- 314 1,26 = hag ent 
, 34 Rg utet, abgekuhlt, 5 bis 
muskel 500 5,3 ’ 6 Min. nach Einbringen A 
312 1,1 in COz, analysiert : 
216 39 2 @7 Schraffierte 
550 12 . Nach Zerre 
450 ),72 
490 
384 1,07 Da! 
320 4,87 
354 1 3 wurden 
388 4.5 3,45 Differer 
317 0,97 : Ammon 
274 0,73 
Kaninchen. anual 
ausgesc 
Wadenmuskel 472 0,3 Entblutet, in flussiger Lutt +USg) 
550 4.82 gekuhit, 10 Min. nach tuhewe 
204 418 Tétung analysiert 
r= , Be! 


820 0,46 
Mensch wie bei 
da hier 


M. iliocostalis 503 0.2 Mann, bei Operation ent- 


9 6 nommen, nach 11] Mir a 
lumborum 2.64 , cusipelest des An 


Rectus abdom. 500 0.25 1.4 1 Mann, Ca. ventriculi onl 
: gelten 
6 Min. n. Entn. analysiert 5 ; 
Mensch 


untersu 


Katze. 
Muskelvonder 494 0,92 Katze, 4, in Enthirnungs: Werte | 
Min 


dese he > ‘ » 99¢ starre, 5 bzw. 12 re 
Vorderpfote 486 3,18 2 caetis di, Dinetedietedions Zusamt 
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\-Gehalt, welcher dem Ruhezustande des Froschmuskels entspricht, 
0.4 bis 0,5 mg fiir 100 g betragt. Er entspricht dem Ammoniakgehalt 
ies Froschblutes. 

Wie wir spater zeigen werden, erfolgt in verschiedenen Muskeln 
vine verschieden starke, manchmal sehr bedeutende Ammoniakbildung, 
welche die Bestimmung des Ruhewertes erschwert. Beim Frosch ist 
liese Ammoniakbildung bei einer Temperatur von 15° noch sehr langsam, 
ind die Bestimmung des Anfangswertes wird nur durch die traumatische 
\mmoniakbildung kompliziert. Wenn diese Einwirkung durch An- 
wendung fliissiger Luft hehoben wird, so gelangt man zu Werten, welche 
wahrscheinlich richtig sind. Die Werte, welche man erhalt, wenn die 
Muskeln bei Zimmertemperatur mit Borat verrieben wurden, liegen 
um etwa 0.2 mg-Proz. héher. 





Abb. 2. 
Ammoniakgehalt (NHN mg-Proz.) in Skelettmuskeln verschiedener Tierarten. 


Schraffierte Felder: Nach Zerreiben mit Borat, also aktueller Ammoniakgehalt. Schwarze Felder: 
Nach Zerreiben mit Wasser, also Summe des aktuellen Ammoniakgehaltes und der traumatischen 
Ammoniakbildung. 


DaB im untersuchten Fischmuskel viel héhere Werte gefunden 
wurden als beim Frosch, entspricht wahrscheinlich einer tatsachlichen 
Differenz im Ammoniakgehalt. Beim Fisch ist die traumatische 
Ammoniakbildung viel gréBer als beim Frosch und als bei allen anderen 
untersuchten Tierarten; bei Anwendung fliissiger Luft ist sie jedoch 
ausgeschaltet, und man findet dennoch 1,4 bis 1,6 mg-Proz. NH,-N als 
Ruhewert. 

Bei der Schildkréte und der Taube finden wir ahnliche Werte 
wie beim Frosch: der Wert fiir den Taubenmuskel diirfte zu hoch sein, 
da hier schon wenige Minuten eine bedeutende postmortale Zunahme 
des Ammoniakgehalts bedingen; dasselbe diirfte auch fiir die Maus 
gelten. Bemerkenswert niedrige Werte haben wir fiir den Muskel des 
Menschen und des Kaninchens gefunden; es liegt nahe, diese niedrigen 
Werte mit dem niedrigen Ammoniakgehalt des Blutes dieser Arten in 
Zusammenhang zu bringen. 
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Vergleicht man die hier mitgeteilten Werte fiir den Ammoniak. 
gehalt des Muskelgewebes mit den bis jetzt in der Literatur mitgeteiltey 
so ergibt sich, daB einzig Gad Andersen!) zu Werten gelangt ist, welch: 
mit unseren iibereinstimmen, wihrend alle anderen weit davon ab. 
weichen. Gad Andersen hat mittels eines Verfahrens, welches de 
Fixierung des Milchsaiuregehalts im Muskel nach Fletcher und Hopkins 
durch sehr kalten Alkohol nachgebildet ist, den Ammoniakgehalt de; 
Froschmuskeln zu 0,8 mg-Proz. NH,-N, den des Rattenmuskels un 
des Hundemuskels zu 0,4 mg-Proz. bestimmt?). 

Die Werte fiir den Ammoniakgehalt der Diaphragmamuskulatur 
der Ratte, die Meyerhof, Lohmann und Meier angegeben haben, sind 
viel héher, sie liegen zwischen 2,75 und 5 mg-Proz., mit 4,1 mg-Proz 
als Durchschnittswert. Meyerhof, Lohmann und Meier) fixieren den 
Muskel durch Zerdriicken unter n/10 Salzsiure; wir haben uns iiber. 
zeugt, dab man auf diese Weise Werte ahnlicher GréBe erhalt, wie durch 
Zerdriicken unter Borat. An einem Froschgastrocnemius erhielten wir 
auf diese Weise einen Ammoniakstickstoffgehalt von 0,7 mg-Proz 
Wir kénnen uns den groBen Unterschied zwischen dem Ratten. 
diaphragma und allen von uns untersuchten Muskeln nicht erkliren: 
auch die postmortale Ammoniakbildung gibt dariiber keine Rechen- 
schaft. 

Die von Sumner*) angegebenen Werte fiir den Ammoniakgehalt 
der Katzen- und Meerschweinchenmuskeln betragen 10,4 bis 13 mg-Proz. 
NH,-N fiir Katzenmuskel, 13 bis 15 mg-Prog. fiir Meerschweinchen: 
man kann sie aus der traumatischen Ammoniakbildung allein nicht 
erklaren, auch aus der vostmortalen nicht, denn diese miiBte durch 
das zur Ammoniakaustreibung zugesetzte Kaliumcarbonat verhindert 
werden. Wir haben fiir Katzenmuskel viel geringere traumatische 
Ammoniakwerte gefunden, als der von Sumner fiir zerhackte Katzen- 
muskulatur angegebene, und selbst nach fiinfstiindigem Aufenthalt 
bei 39° enthielten die Katzenmuskeln nur 8 mg-Proz. N H,-N. 

Die traumatische Ammoniakbildung ist, wie ein Blick auf die 
Tabellen Il und III zeigt, eine allen Klassen der Wirbeltiere und allen 
Arten von Skelettmuskeln allgemeine Erscheinung. Ihr Betrag ist so 
groB — fiir die Durchschnittswerte des Froschmuskels 700 Proz., fiir 
Kaninchenmuskeln 1000 Proz., fiir Fischmuskeln 450 Proz. der Anfangs- 
werte —, da® sie sehr weit auBerhalb der individuellen Schwankungen 
des Ruhewertes liegt. 


1) Gad Andersen, Journ. of biol. Chem. 39, 270, 1919. 

*) Gad Andersen gibt fiir jede Muskelart nur eine Zahl an. 

3) O. Meyerhof, K. Lohmann und R. Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 
1925. 

4) J. Sumner, Journ. of biol Chem. 27, 95, 1916. 
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Tabelle 1V. 
N Hg-N- N HaeN 
N HgsNe 
Gewebe Gewicht Gebaltnach “Genalt 
Zerreiben traumatisch 
mg mit Borat . 
ll. Rana temporaria Magen 249 1,53 
‘ 250 2,0 
Leber 398 1.95 
= 370 2,4 
7. 1. Rana esculenta - 296 0,86 
- 292 1,27 
259 1,52 
- 223 1,9 
Niere 144 5,92 
Hoden 44 3,7 unreif 
ll. Rana temporaria . 235 0.99 
i 235 1,22 reif 
Niere 90 5,2 
1“ 90 5,2 
Magen 230 0,97 
ili. Rana esculenta i 2609 1,5 


Die hohe traumatische Ammoniakbildung ist eine besondere Eigen- 
chajt des quergestreiften Skelettmuskels. Dies geht aus der Tabelle IV 
hervor, welche den Ammoniakgehalt und die traumatische Ammoniak- 


bildung fiir andere Gewebe enthalt. Sie sind in 
ler gleichen Weise bestimmt worden, wie fiir 
den Muskel. 

Bei manchen Organen mit hohem Ammoniak- 
sehalt, wie die Niere, erfolgt nach Zerreiben mit 
Wasser keine weitere Ammoniakbildung, bei der 
Leber und dem Hoden ist sie gering, 20 bis 25 Proz. 
des Anfangswertes. Man kénnte auch die Méglich- 
keit in Betracht ziehen, daB bei diesen Geweben 
lie alkalische Reaktion die traumatische Am- 
moniakbildung nicht verhindert, und daB auch der 
Boratwert die traumatische Anhaéufung darstellt. 
Da die alkalische Boratlésung sowohl die Ammoniak- 
bildung im Blute als auch im Muskel verhindert, 
méchten wir diese Vermutung, fiir deren Priifung 


ch) 


ere (fro: 


. 


mq %e NH; N 





Abb. 3 


Schraffierte Felder 

NH gsN nach Zer- 

reiben der Organe mit 

Borat. Schwarze Fel- 

der: Nach Zerreiben 
mit Wasser. 


wir vorlaufig keinen Weg sehen, nicht fiir wahrscheinlich halten, 
ind wir nehmen den Unterschied im Verhalten des Skelettmuskels 
einerseits, von Driisengewebe andererseits als tatsiichlich bestehend an. 

Interessante Unterschiede ergeben sich beim Vergleich der trau- 
matischen Ammoniakbildung im Skelettmuskel einerseits, in glatten 
Muskeln und Herzmuskeln andererseits. Werte fiir diese Muskeln sind 


in Tabelle V zusammengestellt. 
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Tabelle V. 





Analyse NH3«N nach) NH3*N nach 
sierte Zerreiben | Zerreiben 
Menge mit Borat | mit Wasser 


mg mg?Proz. mg-Proz. 


Organ 


Rana temporaria Magen 230 0.97 

Rana esculenta | 260 

Rana temporaria 249 1,53 
250 

Emys europaea 1574 2.6 Fundus 
1870 13 bzw. Io ¥ 


nach Totung 


Columba livia = 481 & Muskelmag 
487 
Emys europaea Herz 1050 
(Kammer) 


. 


25. II. Columba livia 


22.11. Lepus cuniculus 
1.67 


Wir sehen im Herzmuskel von Schildkréte und Kaninchen vin 
nur sehr geringe traumatische Ammoniakbildung, dagegen einen be. 
deutenden Effekt im Herzmuskel der Taube. In der miachtige: 


Muskulatur des Magens der Schildkréte finden wir traumatisch: 


Ammoniakbildung, die 180 Proz. de: 
Anfangswertes betrigt, dagegen mu 





30 Proz. beim Frosch und 90 Proz 
bei der Taube. 


SY Karuncher 


bildung ist also auch in der glatte: 
Abb. 4. 


Schratfierte Felder: Ammoniakgehalt nach Muskulatur und im Herzen vor. 


Zerreiben mit Borat. Schwarze Felder: handen, aber meistens in geringeren 
nach Zerreiben mit Wasser. * 
Betrage alsin der Skelettmuskulat 


Die Erscheinung der traumatischen Ammoniakbildung beweist 
daB im Muskelgewebe ein metastabiles System enthalten ist, welches 
auf Verletzung der Gewebsstruktur Ammoniak abspaltet. Die Natur 
und Funktion dieses Systems wird weiterhin zu erértern sein. 


4. Der Verlauj der traumatischen Ammoniakbildung. 


In den angefiihrten Versuchen wird die traumatische Ammoniak 
bildung nach 2 Minuten langem Zerreiben bestimmt; diese Zeit wurd: 
auf Grund von Versuchen gewahlt, welche zeigten, da8 nach ihren 
Ablauf die schnelle Ammoniakbildung zu Ende gekommen ist. 


Die traumatische Ammoniak. 
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Tabelle VI. t a7. 





Zeitdauer von Beginn 


Gewicht des Zerreibens bis zur Ammontak- 


Muskelart Hemmung der N H3-Bildung 
mg Sekunden mg-Proz 
libialis . 550 0 0,72 1.1. R.esculenta 
trecnemius ao 448 16 1.54 
‘ os 450 30 2.38 
schenkelmuskel. . 50D 45 2 88 
520 60 4,23 
383 90 5,23 
494 120 4.6 


28. Januar. Zwei symmetrische Gastrocnemien wurden mit je 5cem 
\Vasser bei Zimmertemperatur 30 Sekunden lang zerrieben: der eine 
wurde nach 2 Minuten, der andere nach 120 Minuten analysiert. Der 
NH,-Gehalt des ersten entspricht 6,2 mg-Proz., der des zweiten 
7.14 mg-Proz. Der Ammoniakgehalt des Muskelbreies wurde hier, wie 
nanderen ahnlichen Versuchen, durch 
KingieBen in Boratlésung festgelegt. 





In einem anderen Versuch wurde 
ein Frosch getétet, die Schenkel auf 
Kis gelegt und nacheinander pra- 
parierte Muskeln so behandelt, daB 
jeder 15 Sekunden lang mit Wasser 
und Quarzsand verrieben und dann 
verschiedene Zeiten lang bis zum Ein- 
gieBen in die Boratlésung stehen- 
gelassen wurde. Die Resultate dieses 
Versuchs sind in der Tabelle VI ent- 








Abb. 5. 
Kurve A: Traumatische Ammoniak- 


halten, und der Verlauf der trau- bildung im mit Wasser zerriebenen 
matischen Ammoniakbildung ist in Froechmuskel. Zeit in Sekenden 
: Kurve B: Traumatische und post- 
Abb. 5 wiedergegeben. mortale Ammoniakbildung im zer- 
= ¢ a ‘ kleinerten Kaninchenmuskel. Zeit 

Es ist aus den angefiihrten Ver- i> Sian 


suchen zu ersehen, daB der Vorgang 

der traumatischen Ammoniakbildung im wesentlichen nach 90 Sekunden 
abgelaufen ist. Der weitere Zuwachs des Ammoniakgehalts, der im 
Versuch vom 28. Januar beobachtet wird, entspricht einem ProzeB, den 
wir noch beschreiben werden. AuBer der traumatischen Ammoniakbildung 
geht im Froschmuskel ein zweiter, langsamer ammoniakabspaltender 
Vorgang vor sich, der auch im intakten Muskel zu beobachten ist und 
vielleicht mit dem traumatischen Vorgang wesensgleich ist; auch er 
wird durch die alkalische Reaktion gehemmt. Der Unterschied zwischen 
den Geschwindigkeiten beider Prozesse beruht vielleicht darin, dai 
in dem bei der traumatischen Ammoniakbildung wirksamen System 
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Ferment und Substrat strukturell aneinandergefiigt sind, wihren) 
das im Gewebe enthaltene Substrat auch frei vorhanden ist und ers: 
an das Ferment herankommen muB. Uber das Verhiltnis der traumat 
schen zur postmortalen Ammoniakabspaltung wird uns die vergleichen, 
Betrachtung einige Aufschliisse geben: 

Im Muskel des Rotfeder entspricht die traumatische Ammoniak 
bildung der maximalen Ammoniakmenge, die man in dieser Muskelart 
beobachten kann. In Warmbliitermuskeln summiert sich die traumatische 
Ammoniakbildung mit dem langsamer verlaufenden Vorgang, den wi: 
schon beim Froschmuskel bemerkt haben, der aber hier eine viel b« 
deutendere Intensitaét hat. Dies ist aus den folgenden, am Kaninchen 
muskel und am Miausemuskel ausgefiihrten Versuchen zu ersehen 

Unterschenkelmuskel eines Kaninchens wurden (22. Februar) in 
3 Minuten nach dem Aufschneiden der Halsarterien entnommen uni! 
in fliissige Luft gebracht: davon Stiicke nacheinander abgewogen, mit 
Wasser zerrieben und verschieden lange Zeiten stehengelassen. Mit 
Boraxlésung zerriebene Portionen enthielten 0,46 und 0,65 mg-Proz 
NH,-N. Die mit Wasser zerriebenen enthalten nach 


10 20 30 
8,0 9,3 9,5 


72 Minuten 
12,1 mg-Proz. NH,-N 


Bei diesem Kaninchen waren 12,8 mg-Proz. NH,-N der Grenzwert 


den der Ammoniakgehalt der Muskeln nach 24 Stunden bei 16° und 
nach 72 Stunden bei 0° erreichte. 

In Abb. 5 ist die Kurve der traumatischen Ammoniakbildung im 
Kaninchenmuskel eingezeichnet. ‘ Es ist aus ihr zu ersehen, daB in den 
Warmbliitermuskeln der traumatische Vorgang keineswegs so scharf 
vom postmortalen abzugrenzen ist, wie beim Fisch, Frosch und der 
Schildkréte. Um den schnell verlaufenden Teil des Vorganges zu er 
fassen, haben wir bei Warmbliitermuskeln immer 5 Minuten lang mit 
Wasser zerrieben stehengelassen, bevor durch Boratzusatz dir 
Ammoniakbildung stillgelegt wurde. 

Der Versuch an (sehr fetten) Mausemuskeln (16. Februar) (¢ = 14 
gab folgendes Resultat: Nach dem Verlauf von 

12 14 17 49 Minuten 
nach dem Tode zerriebene Muskelgewebe enthielt nach 
10 20 30 41 Minuten 
2,5 3,6 4,9 6,2 mg-Proz. NH;-N 
Korrigiert betragt die traumatisch-postmortale Ammoniakbildung') ungefahr 
3,2 5,2 7,8 9,6 mg-Proz. NH,-N 


1) Es ist dies nur eine Uberschlagsrechnung, bei welcher die trauma 
tische Ammoniakbildung in dem verfetteten Muskel mit 2 multipliziert 
und dann nach dem Verlauf der postmortalen Ammoniakanhaufung 
(vgl. S. 433) der Ammoniakgehalt der entsprechenden Zeit subtrahiert wird 
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Wir legen gréBeres Gewicht auf den foigenden Versuch, bei welchem 
die Muskeln ein normales Aussehen und anscheinend normalen Fett- 


gehalt hatten: 

17. Februar. Ein in 2] Minuten nach dem Tode zerriebener und 
5Minuten bis zum Boratzusatz gelassener Muskel (vom Oberschenkel) 
enthielt 4,83 mg-Proz. NH,-N. 

Der genau symmetrische, in 15 Minuten nach dem Tode zerriebene 
nd 80 Minuten bis zum Boratzusatz bei 14° gehaltene Muskel enthielt: 
98 mg-Proz. NH,-N. 

Ein anderer Oberschenkelmuskel enthielt sofort nach der Tétung 
|.07 mg-Proz. NH,-N. 


5. Versuch einer Analyse der traumatischen Ammoniakbildung. 


Wir haben untersucht, in welcher Art das ammoniakbildende 
System im mit Boratlésung zerriebenen Gewebe verteilt ist; ob in 
Lisung oder an die festen Teile gebunden; vor allem, ob es nach Auf- 
hebung der hemmenden Boratwirkung wieder wirksam wird. 


Es wurden gewogene Muskelmengen mit Boratlésung unter solchen 
Bedingungen zerrieben, wie sie bei Bestimmung des Ammoniakgehalts 
engehalten werden. Zum Brei wurden dann solehe Mengen primaren 
Kaliumphosphats zugegeben, als nétig war, um — auf Grund vorher- 
gehender Bestimmung — die Wasserstoffionenkonzentration der Fliissig- 
keit auf pq = 7,3 2u bringen: dann wurde nach Ablauf einer bestimmten 
leit wieder mit Borax alkalisch gemachtvund destilliert. Die angewandte 
Lisung von KH,PO, (aus einem Kahlbaumschen Praparat fiir Enzym- 
studien nach Soerensen) war ammoniakfrei. 


Die Tabelle VII gibt das Resultat zweier Versuche wieder (Rana 
esculenta, o’, 1. Februar 1927): 








Tabelle VII. 
Ammoniaks, Ammoniakgchalt Ammoniak- Nach Neu: 
gehalt nach nach Neutralisation gehalt nach tralisation 
Zerreiben | des Boratbreies mit! Zerreiben bis zur 
Muskel Gewicht mit Borax K Hy PO, auf mit Wasser | Wiederholt. 
Py = 74 Alkalisie- 
mg-Proz. H mg-Proz. rung 
mg NH g-N mg-Proz. NH -sN NHgsN Minuten 
iastrocnemius. . . . 402 3.5 3 
Uberschenkelmuskel . 281 2.6 : 
rastrocnemius. . -.& 394 0,76 
(berschenkelmuskel . 385 5.9 
Gastrocnemius. . . . 529 0.6 
‘ cer as ia 520 2.5 2 
Uberschenkelmuskel . 476 63 


2 Tibiales 
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Andere Versuche (12. Februar) hatten folgenden Verlauf: 

a) 1513 mg Muskeln (R. esculenta) wurden mit 10 cem Borat verriehe 
und destilliert: sie enthielten 1,09 mg-Proz. NH,-N. 

Der durch Destillation vom Ammoniak befreite Muskelbrei wurde yp); 


noch 5 cem Boratlésung aufgefiillt. 1 cem Fliissigkeit entspricht annahern 


100 mg Muskel. 2cem der Fliissigkeit brauchen 4 cem KH, PO,-Loésuny 


zur Neutralisation auf py 7,3, die durch den Ammoniakgehalt de. 
Phosphats einen Fehler von 0,5 mg-Proz. bedingt. Am Ende des Versuehs 
zeigt der Muskelbrei einen Ammoniakgehalt, der 0,25 mg-Proz. NH.‘ 
entspricht. Je 2cem des Breies wurden auf bestimmte Zeit neutralisier 
und wieder alkalisiert, darauf destilliert. 

Nach Zusatz von Phosphat und 12 Minuten im Wasserbad bei 9.4 
enthalt der Brei 1,8 mg-Proz. NH,-N (auf frischen Muskel berechnet' 

Der Brei wird zentrifugiert: die Fliissigkeit enthalt nach Phosphat 
zusatz und 44 Minuten bei 9,4°: 2,25 mg-Proz. NH,-N (wie oben!). Nae! 
55 Minuten: 2,5 mg-Proz. 

b) 1550 mg Muskelfleisch (Rana esculenta) wurden mit 5 cem Borax 
lésung verrieben, vom Quarz méglichst abgegossen; 2 ccm wurden ohn 
Zusatz destilliert. NH,-N entsprechend 0,82 mg-Proz. 2 cem durch Zusatz 


von 4cem KH,PO,-Lésung auf py 7,3 gebracht und nach 12 Minuten 


bei 9,4° wieder mit Boraxlésung alkalisiert und destilliert: NH,-N ent 
sprechend 3,4 mg-Proz. 

c) Von demselben Frosch wie b) wurden Muskeln (nicht gewogen 
mit Boraxlésung verrieben; die Fliissigkeit abzentrifugiert und auf 15 cc: 
gebracht; davon wurden 1. 4 ccm destilliert: 0,0055 mg NH,-N; 2. 4 ce 
mit 7,6 cem KH,PO, versetzt (py 7,3) bei 9,4° 12 Minuten lang stehe: 
gelassen. Dann mit iiberschiissiger Boraxlésung versetzt und destilliert 
0,0247 mg NH,-N. 

3. 4cem wurden 30 Minuten lang im Brutschrank bei 36° gehalte: 
dann wie 2. mit Phosphat versetzt und 10 Minuten lang bei 9,4° gehalte 
Mit iiberschiissigem Borax destilliert: 0,0241 mg NH,-N. 

Diese Versuche orientierten uns iiber die folgenden Punkte: 

1. Das ammoniakbildende System ist durch die alkalische Reakti 
nicht nur an der Ammoniakabspaltung verhindert, sondern iiberhaup: 
stabilisiert und kann durch Neutralisation wieder in einen ahnlichen Zustan 
gebracht werden wie dér, in dem es sich nach Verletzung der Muskelstruktur 
bei neutraler Reaktion befindet. 2. Das ammoniakbildende System ! 
findet sich in dem fliissigen Anteil des Muskelbreies, scheint aber eine 
Bestandteil zu enthalten, der an die festen Teile gebunden ist, denn d 
Ammoniakhiidung erfolgt im Muskelbrei schneller als in der Fliissigkei' 
allein. 3. Das ammoniakbildende System ist auch gegen Inkubation bei 3 
besténdig, wenn die Reaktion alkalisch ist. 


Diese vorliufige Orientierung fihrte zu weiteren Versuchen, dere! 
Resultate im folgenden wiedergegeben werden: 

4g Muskeln von R. esculenta wurden nacheinander prapariert 
und sofort mit kleinen Mengen Boraxlésung verrieben, bis die Fliissig 


keitsmenge 20 ccm betrigt (¢ = 19,2). Der Brei wird vom Quarzsan( 


abgegossen und nach gutem Umschiitteln auf drei graduierte Zentri 


fugenréhrchen verteilt: von diesen werden zwei zentrifugiert. Die 
Flissigkeit wird abgegossen und nochmals zentrifugiert, der Riickstand 
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wf der Zentrifuge zweimal mit je 10 ccm Boraxlésung gewaschen, das 
Waschgut verworfen; der Riickstand mit Boraxlésung aufgenommen 
md gut durchgeschiittelt. 

Wir erhalten auf diese Weise folgende Teile: 

a) Die Lésung, von welcher 2 ccm 400 mg frischer Muskeln ent- 
sprechen. 

b) Suspension des Riickstandes in der gleichen Konzentration. 

Ferner: Die urspriingliche Suspension vom Riickstand (b) in 
Plissigkeit (a): Suspension (c). 

Die folgende Tafel gibt die Ammoniakbildung in der Fliissigkeit, 
iem Riickstand sowie in der urspriinglichen und aus (a) sowie (b) zu- 
sammengesetzten Suspension (c) von Riickstand in Flissigkeit wieder. 

Zur Entwicklung des Ammoniaks wurden 2 ccm Fliissigkeit mit 
j2cem KH,PO, versetzt (5g in 100ccem), wodurch die Reaktion 
wf pa = 7,4 gebracht wurde, dann wurde wahrend wechselnder Zeiten 
bei 14,3° gehalten. Dieselbe Menge Phosphat kam auf je 2 cem der 
Suspension (c), oder auf jede 2ccm der gewaschenen Riickstands- 
suspension (b), auch wenn sie mit der Fliissigkeit (a) vermischt 
surde. Fliissigkeit (a) enthailt vor der Neutralisation 0,74 mg-Proz. 
NH,-N. 

Tabelle VIII. 





Ruckstand Flussigkeit 
I II 
(zusammengesetzt ) 
Riickstand 20’: 0,3 mg-Proz. 10’: 
20: 
30 : 3.5 mg-Proz. 
Ill IV 
(urspriinglich) 
Flassigkeit 10’: 2,4 mg-Proz. 10’ : 1,1 mg-Proz. 
20: 4,82 , 20 :1,65 , 


30 : 3,29 
16h: 3,25 








Abb. 6 gibt den Verlauf der 
Ammoniakbildung entsprechend den 
Bedingungen der Felder I, II, III 
und IV wieder, und zum Vergleich 
in Linie A den Verlauf im frischen 











zerriebenen Muskel. Abb. 6. 
’ . . Ammoniakbildung im Muskelbrei und 
Aus diesem Versuch ersieht man, seinen Teilen I: In dem ausges 


waschenen Riickstand. IV: Im Exs 


— der Vorgang der Ammoniakbil- trakt. Ill: Im urspriinglichen Brei. 
dung im Muskelbrei zusammengesetzt ~. Im Gemisch aus Riickstand und 
. ‘i a P xtrakt. A: Im mit Wasser zere 
ist. Der Riickstand enthalt keine riebenem Muskel. Vgl. Tabelle VIII. 
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Vorstufe des Ammoniaks; sie ist vollstandig im alkalischen Hor, 
extrakt enthalten. Der Extrakt enthalt auch die Bedingung des Zerfa)\ 
der Vorstufe, d. h. wahrscheinlich ein Ferment, welches bei neutral. 
Reaktion die Vorstufe unter Abspaltung von Ammoniak spaltet: ¢ 
enthalt aber diesen Faktor nicht in seiner vollen Wirksamkeit, d. h. ¢ 
enthalt entweder nur wenig davon, oder es fehlt noch eine Bedingung 
der Wirksamkeit dieses Faktors, die an die unléslichen Teile des Gewebes 
gebunden bleibt. Die Ammoniakbildung erfolgt in der kiinstlichey 
Suspension des ausgewaschenen Riickstandes im Extrakt mit anderthal) 
mal gréBerer Geschwindigkeit, als im Extrakt selber; in der urspriing. 
lichen Suspension des (nicht ausgewaschenen) Riickstandes mit dreima! 
gréBerer Geschwindigkeit, wobei zu bemerken ist, da8 die urspriinglich: 
Suspension in bezug auf Extrakt und Riickstand dreimal so stark 
konzentriert ist als die zusammengesetzte ; im frisch zerstérten Muskel 
gewebe aber mit viel gréBerer Geschwindigkeit. Die Suspension au: 
Extrakt und Riickstand fiihrt aber zur gleichen Ammoniakmenge fii 
die gleichen Extraktmengen, wie der Extrakt allein, ein Unterschied 
scheint nur in der fiir die Umsetzung nétigen Zeit zu bestehen. 

Die traumatische Ammoniakbildung erfolgt demnach durch Einwirkung 
eines Ferments auf ein im Muskel vorgebildetes Substrat. Das Substrat 
ist in Wasser léslich und auch in Gegenwart des Ferments bei alkalische: 
Reaktion (px = 9,3) bestandig. Das Ferment geht zum Teil in den 
alkalischen Extrakt iiber, und kann durch Neutralisation wirksam 
gemacht werden; zum groBen Teil aber scheint es an die unléslichen 
Teile des Muskelgewebes gebunden zu bleiben; es ist auch in diesen 
Zustande gegen die Einwirkung der alkalischen Reaktion bestindiy 

Im Muskel muB8 das Ferment und das Substrat in einer besonderen 
durch die Struktur des Gewebes bedingten Bereitschaft zur gegen 
seitigen Einwirkung nebeneinander bestehen, ahnlich wie das milch 
siurebildende System im frischen Muskel. Die physiologische Funktion 
dieses Systems soll in den folgenden Abschnitten behandelt werden 

Der Vergleich der traumatischen und der postmortalen Ammoniak. 
bildung wird naémlich zeigen, daB eine ammoniakbildende Substanz 
auch ohne direkten, bei Verletzung in Wirksamkeit tretenden Zusammen 
hang mit dem Ferment im Muskel existiert. Wahrend im Muskel de- 
Fisches (Rotfeder) die traumatische Ammoniakbildung die Gril 
der Ammoniakbildung schlechtweg darstellt, kénnen im Muskel der 
Amphibien und Reptilien Ammoniakmengen von gleicher GréBe wie «i 
traumatischen gebildet werden, ohne die Bereitschaft zur traumatischen 
Ammoniakbildung zu verringern; in Warmbliitermuskeln ist die post 
mortale Ammoniakbildung gréBer als die traumatische, und die (ie 
schwindigkeit des postmortalen kommt der des traumatischen viel 
naiher als bei Kaltbliitern. 
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iJ]. Die Schwankungen des Ammoniakgehalts der Muskeln und die Ammoniak- 
bildung im Muskelgewebe. 

Durch Zerreiben mit Boraxlésung ist die Méglichkeit gegeben, 
len Ammoniakgehalt der Muskeln in jedem Zustande festzulegen und zu 
estimmen; wir haben diese Methode zur Untersuchung der Schwan- 
kungen des Ammoniakgehalts im Zusammenhang mit Zustands- 
nderungen und Funktion des Muskels angewandt. 

Es wurden zunachst diejenigen tiefgehenden, irreversiblen Ver- 
wderungen des Muskels untersucht, welche als Starren bezeichnet 
werden. 

1. Wadrmestarre. 

Froschmuskeln wurden durch einstiindigen Aufenthalt bei 45° 
varmestarr gemacht und ihr Ammoniakgehalt sowie die traumatische 
Ammoniakbildung mit denen der symmetrischen frischen Muskeln 
erglichen. 

Die Tabelle 1X gibt die Resultate wieder. Daten des Versuchs: 
| 18. Februar. Rana esculenta, o. Symmetrische Muskeln pripariert, 
lie einen bei Zimmertemperatur (17°) in einer feuchten Kammer, die 
anderen in kleinen Réhrchen in gréBere Glaser gestellt, die in einem 
Wasserbad von 45° standen. 2. Emys europaea. Schultermuskeln, 
eregbar, nach dem Tode wahrend 21 Stunden bei 5° aufbewahrt. 








Tabelle IX. 
Mit-Borat zere Mit Wasser | Mit 0,6proz. 
. rieben zerrieben (NaCl zerrieben 
Muskel Gewicht 
mg-Proz. *Proz he 
mg NHg-N H,-N HyN 
1. Rana esculenta. 
libialis . . . .. 248 warmestarr 5,32 
i aa 235 normal 0,7 
astrocnemius . . 238 warmestarr 5,9 
. oe 238 normal 5,66 
A\dductor .... 242 » 5,40 
2. Emys europaea. 
schultermuskel. . 500 =| warmestarr 5,7 
a 7a 562 | normal 5,56 
” ie 434 =. 1,8 


Die Wadrmestarre fiihrt also zu einer Ammoniakanhdufung, welche 
chenso hohe Werte erreicht wie die traumatische. 


2. Chloroformstarre. 

Sorgfaltig praparierte Muskeln wurden in mit Chloroform halb- 
gesittigte Ringerlésung eingelegt, wahrend die symmetrischen Muskeln 
in Ringerlésung gehalten wurden. Temperatur 12°. Die Lésungen 
wurden mit dem Gewebe mitverarbeitet. 








420 J. K. Parnas u. W. Mozotowski: 


Rana esculenta, ~. Versuchsdauer 2 Stunden. Gastrocnemiep 
Der starre Muskel enthalt 4,6 mg-Proz. NH,-N; nach Verreiben mit 
Wasser 7,25 mg-Proz. N H,-N. 

Der Kontrollmuskel enthalt 0,96 mg-Proz. NH,-N. Nach Ver 
reiben mit Wasser: 6,96 mg-Proz. NH,-N. 

Emys europaea. Schenkelmuskel. 2 Stunden in Chloroformlésung 
Der starre Muskel enthalt 5,88 mg-Proz. NH,-N; der Kontrollmuske| 
(vgl. bei Warmestarre) 1,8 mg-Proz. NH,-N. 


3. Wasserstarre. 

Rana esculenta. Adductoren. Die Muskeln wurden in destilliertem 
Wasser (bei 12°) 3 Stunden gehalten, waihrend die Kontrollmuskeln bei 
der gleichen Temperatur in Ringerlésung blieben. 

a) Der starre Muskel enthalt 1,9 mg-Proz. NH,-N, nach Zerreiben 
mit Wasser 7,7 mg-Proz. Der Kontrollmuskel enthalt 0,96 mg-Proz 
NH,-N, nach Zerreiben mit Wasser 6,9 mg-Proz. 

b) Der starre Muskel enthalt (nach 3 Stunden) 3,1 mg-Proz. N H,-N 
nach Zerreiben mit Wasser 7,6 mg-Proz. Der Kontrollmuskel enthalt 
0,6 mg-Proz. NH,-N, nach Zerreiben mit Wasser 6,5 mg-Proz. 


4. Coffeinstarre. 

Die Wirkung des Coffeins wurde sowohl nach Injektion in Lymph 
sicke als auch an isolierten Muskeln untersucht. 

7. Februar. Es wurden 2 ccm 1|proz. Coffein-Ringerlésung einer 
Rana esculenta (<*) in den Brustlymphsack und in die Lymphsiick: 
der Oberschenkel injiziert. Als das Tier starr wurde, waren die Muskeln 
der Oberschenkel ganz triibe, die Gastrocnemien und _ Tibiales 
noch klar. 


Es enthielt mg-Proz. NH,—N: 


Nach Zerreiben mit Borat: 


Gastrocnemius. . . 
Adductor .... 


Nach Zerreiben mit Wasser: 


Adductor 


8. Februar. Einer Rana esculenta wurde, wie im Versuch vom 
7. Februar, Coffein injiziert, jedoch gleich nach der Injektion ein Unter- 
schenkel amputiert und zur Analyse gebracht. Die anderen Muskelo 
wurden nach Erstarrung analysiert. Alle sind starr, aber die Muskeln 
des Unterschenkels nicht triibe. 
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Der Gastrocnemius des amputierten Beines enthalt 0,68 mg-Proz. 
NH,-N und nach Zerreiben mit Wasser 4,84 mg-Proz. 
Die erstarrten Muskeln enthalten mg-Proz. NH,-N: 


Mit Borat zerrieben: 


Ee! be 6 Se a ek eg 
eens . es és es ee ee 
ee a 6 eer GSTS. Swe te a ea 


Nach Zerreiben mit Wasser: 
eas ia cane ts. 2 8S SS, ae 
ee ee 
OS ee ee 


Versuche an isolierten Muskeln: 

a) 8. Februar. Sorgfaltig praparierte Unterschenkelmuskeln 
Esculenta) wurden in eine 4.,proz. Coffein-Ringerlésung bei 12° 
2Stunden lang gehalten. Als Kontrolle diente ein Muskel desselben 
Beines in Ringerlésung. Die Lésungen werden mit verarbeitet. 

Kontrolle enthélt .... . . . 0,96mg-Proz. NH,-N 
Traumatischer NH,-Gehalt . . . 6,96 ” NH,-N 
Coffeinmuskel enthalt. . . . . . 7,6 , NH,-N 
Traumatischer NH,-Gehalt . . . 7,4 ‘ NH,-N 
10. Februar (Esculenta): 
Kontrollmuskel ...... . . 0,6 mg-Proz. NH,-N 
Traumatischer N H,-Gehalt 6,6 a NH,-N 
«602 33 3 kee te - NH,-N 
Traumatischer NH,-Gehalt . . . 7;] - NH,-N 


Emys europaea. Schenkelmuskeln, 20 Stunden nach dem Tode, 
eregbar') in einer 1,proz. Coffein-Ringerlésung. Nach 3 Stunden: 
NH,-N-Gehalt der starren Muskeln 
),12 mg-Proz. NH,-N, 5,94 mg-Proz. 
NH,-N. Kontrollmuskel in Ringer- 
lisung 1,6 mg-Proz. 


em starr 


Wasserstarr 
Chlorof: 


Die Betrachtung des Ammoniak- 
gehalts bei verschiedenen Starren des 
Froschmuskels laBt zweierlei Verhalten 
iunterscheiden. Die Warmestarre wirkt 
wie die mechanische Zerstérung; sie 
scheint das ammoniakbildende System 
3% weit zu zersetzen, dab eine pers 
darauffolgende mechanische Verletzung deans Diée, fumeshahe 
keine Wirkung mehr hat. Die Wasser- (in mg-Proz. NHN) nach Zerreiben 


. ° mit Borat. Schraffierte Felder: Nach 
starre und die Chloroformstarre wirken a a 


Warmestarr( Borat) 
Warmestarr( Wasser) 


Norma! (Borat) 





1) Kontraktionsreflex auf Zug des Beines erhalten. 





422 J. K. Parnas u. W. Mozotowski: 


anders: sie lésen die postmortale Ammoniakbildung zwar aus, lassep 
jedoch das ammoniakbildende System zum Teil intakt. An de 
Coffeinstarre 14Bt sich je nach dem Grade der Starre beides beobachten 
bei ganz starren Muskeln scheint das ammoniakbildende System wun 
seine Reserven erschépft zu sein, bei leichteren Starregraden dagege; 
ist die Ammoniakbildung zwar vorgeschritten, aber immer noch ei; 
auf Zerstérung reagierendes ammoniakbildendes System vorhanden 


Bevor wir zur Betrachtung der postmortalen und der funktionelley 
Ammoniakbildung kommen, méchten wir noch iiber die Wirkuny 
zweier, am ganzen Tier untersuchter Faktoren berichten: der Anoxybios: 
und der Kilte. 

5. Anoxybiose. 

Es wurden zwei Frésche, eine Esculenta und eine Temporaria 
in Stickstoff gesetzt und unter Durchleiten eines langsamen Stickstoff 
stromes bei 12° wihrend 6 Stunden gehalten. Nach dieser Zeit sind di: 
Tiere scheinbar tot, die Reflexe sind erloschen. Den Tieren wird je ein 
Unterschenkel amputiert, sie kommen in gut geliiftetes Wasser und sind 
nach 2 Stunden véllig erholt. 


Der Gastrocnemius der R. esculenta zeigt einen Ammoniakgehal 
entsprechend 1,1 mg-Proz. NH,-N; der Gastrocnemius der Rana 


temporaria (nach 7 Stunden in N,) 0,6 mg-Proz. NH,-N. Die An 
oxybiose allein bedingt folglich auch bei weit fortgeschrittener kr. 
stickung keine Anhéufung von Ammoniak im Muskelgewebe. 


6. Kdlte. 
Ein Frosch (R. esculenta) wurde vor das Fenster gesetzt, bli! 
18 Stunden drauBen und erfor wahrend der Nacht. 8. bis 9. Februa 
Die Temperatur hatte in jener Nacht folgenden Verlauf'): 


eee Gs Ck Se we ee! ON. a ee RIC 
OO SS Fe le 


Der Frosch wurde im gefrorenen Zustande zerlegt und der Ammoniak 
gehalt der Muskeln untersucht, und zwar in der Erwartung, gerade hie! 
sehr niedrige Werte zu finden. Es enthielten: 

Gastrocnemius. ..... . . . 3,33 mg-Proz. NH,-N 
0 RLS ee a NH,-N 
Oberschenkelmuskeln . . . . . . 4,9 oe NH,-N 


Nach Zerreiben mit Wasser wurden in einem Oberschenkelmuske! 


6.8 mg-Proz. NH,-N gefunden. 


1) Nach Auskunft des Meteorologischen Instituts der Technischen 
Hochschule in Lwéw. 
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\Vir haben spater an einer von der Tétung anim gefrorenen Zustande 
whaltenen Kaninchenkeule ebenfalls sehr hohe Werte gefunden: 
ch 48 Stunden 9 mg-Proz., nach 72 Stunden 11,8 Proz. 


\kas Gefrieren scheint in der Nahe von 0° durch das Durchwachsen 
jer Eisnadeln die Struktur des Gewebes zu zerstéren und die traumatische 
\mmoniakbildung auszulésen, ohne noch den fermentativen ProzeB 


t lizulegen!). 


e postmortale Ammoniakbildung und das Verhalten des ammoniak- 
bildenden Systems im isolierten Muskel*), 


Wie Auffindung eines metastabilen ammoniakbildenden Systems 
quergestreiften Muskel lieB erwarten — nach Analogie des Verhaltens 
des milchsiurebildenden Systems —, daB im Muskel eine stetige 
\mmoniakabspaltung vor sich geht, und schon die ersten Versuche 
zigten, daB sich im isolierten Froschmuskel Ammoniak langsam anhauft. 
Die urspriingliche Vorstellung, daB dieser Vorgang unter Verbrauch des 
mmoniakbildenden Systems erfolgt; erwies sich fiir den Froschmuskel 
bei 12° nicht richtig, es wurde gefunden, daB wihrend 2 bis 3 Tagen 
die Ammoniakbildung zwar erfolgt, das ammoniakbildende System aber 
nicht verschwindet: dagegen geht in denselben Muskeln bei 22° die 
smmoniakbildende Substanz bald verloren. Vergleichende Unter- 
suchungen lehrten uns Muskelarten unterscheiden, in welchen die 
\mmoniakbildung nur auf Kosten des zur traumatischen Ammoniak- 
vildung bereit stehenden ammoniakbildenden Systems erfolgt, andere, 
n welchen ein spontaner, im unverletzten Muskel verlaufender Vorgang 
mm wenigen Stunden mehr Ammoniak anhauft als im Froschmuskel 
vei gleicher Temperatur in 3 Tagen entsteht. 


In den ersten Versuchsserien am Frosch sind wir zuerst dadurch 
rregefiihrt worden, daB wir die Unterschiede im postmortalen Verhalten 


') Bei tiefen Kaltegraden (Temperatur der fliissigen Luft) bleibt 
dagegen, wie selbstverstandlich, die Ammoniakanhaéufung im Muskel auch 
wihrend 24 Stunden aus, wovon wir uns tiberzeugt haben. 

2) An dieser Stelle méchten wir auf die Arbeit von Lee und Tashiro 
{mer. Journ. of Physiol. 61, 244, 1922) zuriickkommen. In dieser viel- 
itierten Untersuchung wurde die Abgabe von Ammoniak (oder fliichtiger 
Base) durch ruhende oder arbeitende Froschmuskeln an im gleichen Luft- 
wun befindliche Saéure bestimmt. Diese Versuchsanordnung gestattet 
kemerlei Schliisse iiber Bildung oder Verschwinden von Ammoniak im 
Muskel und die diesbeziiglichen Schliisse der Autoren sind in den meisten 
Punkten sicher falsch: so, wenn sie z. B. finden, da8 der tetanisierte oder 
verkleinerte Muskel kein Ammoniak entwickelt. Die Zahlen von Lee und 
Tashiro fiir die postmortale Ammoniakabgabe betragen 0,16 mg-Proz. 

ler Stunde, also viel mehr, als hier gefunden wird. 
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verschiedener Muskeln desselben Tieres und verschiedener Individy., 
verkannt haben. Man findet in den frischen Muskeln eines Frosch 
wohl den gleichen Ammoniakgehalt, aber durchaus nicht die gleich: 
traumatische Ammoniakbildung: sie ist bei Fréschen in den Obe 
scbenkelmuskeln meist héher als in Unterschenkelmuskeln. Wey 
man die Kurven des Ammoniakgehalts als Funktion der Zeit 
stimmt, muB man diesen Umstand im Auge behalten. 


Wir haben an Froschmuskeln besondere Versuche angestellt 
festzustellen, ob ein Einflu8 der Sauerstoffversorgung zu beobachten 
ist ; es konnte doch ein solcher EinfluB nach der Analogie mit der Bildung 
und dem Verschwinden der Milchséiure im Muskelgewebe vermut« 
werden. Wir haben jedoch keinen sicher feststellbaren EinfluB von Oxyhiow 
und Anoxybiose auf das ammoniakbildende System und die Ammonia! 
anhdufung im Muskelgewebe feststellen kénnen. 

Wir werden die postmortale Ammoniakbildung in tabellarischen 
Zusammenstellungen und Kurvenbildern nach Tierklassen geordnet 
mitteilen. 

Im Muske] der Rotfeder wird nach den Zahlen der Tabelle \ 
und den Kurven der Abbildung 8 das Ammoniak unter Verbrauc! 
des ammoniakbildenden Systems gebildet. Der traumatische Effek 
wird mit der Zeit immer geringer und die Summe des im Muske! « 


Tabelle X. 


18. Februar. Scardinius erythrophthalmus (12°) (Rotfeder) 
Riickenmuskel. 





Muskelgewicht Zeit nach Tétung Sees ante 2 


Minuten Borat | Wasser 


6 1,92 
8 
60 2,1 
275 44 
300 3,9 


1440 9,0 
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h gehauften und des traumatischen Ammoniakstickstoffs bleibt innerhalb 
és der Versuchszeit (25 Stunden) konstant. 


4 10--—______—_———- —— 7 —EEE 














Abb. 8. 
Postmortale und traumatische Ammoniakbildung in Muskeln von Scardinius erythrophtalmus. 








A B: Ammoniakgehalt als Funktion der Zeit nach Tétung (12°). 
M-——— : Traumatischer Effekt (nach Zerreiben mit Wasser) zu verschiedenen Uber- 
lebenszeiten. 
(---— D: Das ammoniakbildende System (in mg Prozent NH ,-N) zu verschiedenen Uber- 
lebenszeiten. (Vgl. Tabelle X.) 
Tabelle XI. 
14. Februar. Emys europaea, o') (800g), Sumpfschildkréte, ¢ 12°). 
Schultermuskel. 
NHaeNeG *Pro 
Muskelgewicht Zeit nach Tétung 2 snes nese ? 
mg Minuten Borat Wasser 
512 30 0,78 ) 
520 35 3.4 
53 37 2.8 
500 1230 1.84 
273 1236 1,59 
735 1240 2,08 
562 1260 5,18 
546 1265 5,56 
500 1500 5,58 


Die Zahlen und die Kurven zeigen ein sehr einfaches Verhalten: 
Im Schildkrétenmuskel erfolgt bei 12° die Ammoniakbildung mit der 
Geschwindigkeit von 0,05 mg-Proz. in der Stunde, und innerhalb der 
ersten 25 Stunden bleibt der Effekt einer mechanischen Zerstérung 
des Gewebes der gleiche, wie am frischen Muskel. Es wird folglich das 


1) Der Ammoniakgehalt des Blutes von Emys wurde bei dieser Gelegen- 
heit bestimmt und hat folgenden Verlauf (Blut aus Halsarterie) (¢ = 12°): 





Zeit nach Entnahme  Analysiert N HgeN 
Minuten mg mg-Proz. 
120 2000 0,46 
1449 2000 2,1 


2888 2000 
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ammoniakbildende System nicht verandert, und es soll spater iiberley 
werden, ob seine Bestandigkeit darauf beruht, daB es kein Ammoniak 
abspaltet. oder auf einer dauernden Regeneration. 











Std 


Postmortale und traumatische Ammoniakbildung in Muskeln von Emys europea. 
B: Ammoniakgehalt. 
Cc ---D: Summe aus Ammoniakgehalt und traumatischer Ammoniakbildung 
E-----F:; Traumatische Ammoniakbildung. (Vgl. Tabelle XI.) 





-—- 








Abb. 10. 
Postmortale Ammoniakbildung und traumatischer Effekt bei Rana temporaria. (Vgl. Versuch 47 a, 
Tabelle XI.) A——- B: Ammoniakgehalt. Traumatischer Effekt in M. gastrécnemii und 
tibiales bei Frosch Il. E----F: Ammoniakgehalt. E-----G und F----— H: Bei denselben 
Muskeln und Frosch!I. © D: Ammoniakgehalt. C : Traumatischer Effekt 
bei den fAdduktoren, Frosch Il. ©----©O Ammoniakgehalt. © ---- -J und O---M Trau 
matischer Effekt. M. tibialis und Gastrocnemius, Frosch Ill. 1 — --- M: Traumatischer Effeki, 
Adduktoren, Fro ch Ill (2. bis 5. Il). 


Der iiber 72 Stuhden ausgedehnte Versuch 47 ergibt, wie dic 
Betrachtuag der Zahlen in der Tabelle XII und der Kurven der Abb. 6 
zeigen, ein sehr klares Resultat. Die Ammoniakbildung erfolgt in ver- 
schiedenen Muskeln und verschiedenen Individuen endogen mit nicht 
ganz gleicher Intensitaét, aber der trawmatische Effekt bleibt auch nach 
72 Stunden kaum merklich verandert. Die Verhiltnisse liegen also 
ahnlich, wie bei der Schildkréte, bei der wir allerdings keine so lang- 
dauernden Versuche durchgefiihrt haben. 

Es ist bemerkenswert, daB nach 72 Stunden, wenn der Ammoniak- 
gehalt auf 2,9 mg-Proz. gestiegen ist, also das Sechsfache des Anfangs- 
wertes erreicht hat, der traumatische Effekt immer noch 2 bis 2,5 mg-Proz. 
betragt. 

Man kann diese Verhaltnisse auf verschiedene Weise deuten. Ent- 
weder geht eine von der Zersetzung des ammoniakbildenden Systems, das 
auf Reize zu reagieren bereit ist, unabhingige Ammoniakbildung vor sich. 
und das System bleibt in Ruhe und Bereitschaft; oder aber zersetzt 
sich das System, wie sich die Muttersubstanz der Milchsdure und letzter 
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Rana temporaria. 


Versuch 47a (2. bis 5. III.). Es wurden drei groBe starke mannliche Tem- 
porarien getétet und die Schenkelpraparate méglichst steril angefertigt. Sie 
wurden an den Beckenknochen auf Aluminiumdrahthaken in einem groBen 
Glas (wenig Ringerlésung enthaltend) frei aufgehingt und in ein Wasserbad 
von 13° versenkt. Das Glas wurde mit feuchtem Sauerstoff gefiillt und die 
Zuleitungen geschlossen. Fiir die Versuche wurde die Aufhingung heraus- 
gehoben, Unterschenkel oder Oberschenkel schnell amputiert und die 
Praparate wieder versenkt. Nach 72 Stunden war noch keine Spur von 
Faulnisgeruch wahrzunehmen. Die drei Frésche sind als I, Il und III 
wzeichnet. Die Kolonnen 3 ,,Borat‘* und 4 ,,Wasser“ geben die Werte 
les Ammoniakgehalts (3) und des traumatischen Ammoniakgehalts (4). 


Tabelle XII. 





te 


3 4 2 3 4 2 3 4 
Frosch | Frosch I Frosch Ill 


Muskel Borat Wasser Muskel Borat Wasser Muskel Borat Wasser 





PAL libialis 1,6 

23 10’ ‘ 5,32 

23 20 Gastroen. 1,83 

23 30 a 4.44 

43 libialis 2,84 

43 20 Gastrocn. 2.65 5 
43 10 é 5,55 s 
43 30 Tibialis 6.4 oc 
44.40 Adductor 2,9 E 
44 50 se 65 2 
46 Adduetor 1.94 

46 10 - 5,52 

46 20 - 5,37 

46 30 Tibialis 2,46 

46 40 Gastrocn. 5,38 

70 Tibialis 6.74 “0 
70 10 Adduector 6,45 s 
70 20 a. 4.04 me 
70 30 4,06 5 
70 40 Gastrocn. 4,98 E 
70 50 ‘ 64 cs 
71 Adduetor | 3,0 |} 
71 30 : 6.3 s 
72 ‘ 3,0 = 
72 10 ‘ 5.7 s 
72 20 Tibialis 2,9 “ 
72 30 Adductor 2,1 |: 
72 30 ‘ 51 5 
72 40 “ 2.5 - 
72 5C . 4,6 y 





Linie das Glykogen im Muskel zersetzt, und wird neu gebildet, indem 
neue ammoniakbildende Substanz an das strukturell festgelegte Ferment 
gebunden wird. Auf diese Weise kénnte sich das Ammoniak im Muskel- 
gewebe anhaiufen und immer wieder entétehen kénnen, solange noch 
ammoniakbildende Substanz vorhanden ist. 
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Versuch 476 (2. bis 4. IIT.). Drei groBe kraftige Temporarien (co) wurden 
genau wie in Versuch 47a behandelt, aber das Gefa8 wurde in einen Warn 
schrank von 23° gebracht. Nach 48 Stunden war schon deutlicher Faulnis 
geruch vorhanden. Die Muskeln wurden deshalb vor der Verarbeitung durch 
einen kraftigen Wasserstrahl aus der Leitung wahrend einiger Sekunden 
abgespiilt, sofort in kalte Ringersche Lésung getaucht und mit reiner 
Filtrierpapier abgetrocknet: diese Behandlung sollte die in der Oberflache 
erzeugten Fiaulnisprodukte beseitigen. Bedeutung der Zahlen wie bei 
Versuch 47a, 

Tabelle XIII. 





2 3 2 3 4 
Frosch III 


om 


F 


yehalt 

ehalt 
“eed 
HasN 


. NHysN 
N 


Zeit Muskel Muskel Muskel 


roz. NHysN 
g 


Ammoniakgehalt a 
mg+Proz. NHgsN| 
Traumatischer 
Ammoniek 
Traumatischer 
Ammoniak 
mg-Proz. 
Ammoniakgehalt 
mg-Proz. NH3sN 
Traumatischer 
Ammoniakgehalt 
maeProz. NHaeN 


mg-P 
Ammoniak, 
mg-Proz 


17530’ =‘ Tibialis 
17 40 Tibialis 
17 50 Gastroen. 3, 
17 55 m 6,1 
18 10 Gastroen. 4,05 

20 ° 

Tibialis 

10 Gastroen. 6,8 
2 20 . 
2 30 Adduetor 

49 ‘ 7,8 

50 Tibiaiis 10,6 

Gastroen. 11,3 

2n Tibialis 
48 30 Gastrocn. 
48 40 . 
48 Tibialis 17.6 
48 20 Gastrocn. 


- 
~ 
to 


unerregbar 





Der bei héherer Temperatur durchgefiihrte Versuch — wir haben 
mehrere solcher Versuche durchgefiihrt — steht an Deutlichkeit weit 
hinter dem Versuch 47a. Der Verlauf der Ammoniakbildung in den 
Muskeln des Frosches II und III ist vielleicht im Laufe des zweiten 
Tages (fiir Il) und des dritten Tages (fiir 111) durch bakterielle Vorgange 
beeinfluBt. Bemerkenswert ist nur der Verlauf der Ammoniakbildung 
beim Frosch I bei 23°, dessen Endresultat nach 42 Stunden dem. 
jenigen sehr ahnlich ist, we'ches bei 13° in 72 Stunden erreicht worden 
ist, und dessen flacher Verlauf in den letzten 20 Stunden darauf hin- 
weist, daB die freie ammoniakbildende Substanz hier schon verbraucht. 
das ammoniakbildende System aber, dem traumatischen Effekt nach 
zu urteilen, noch erhalten ist. Bei den héheren Werten, von denen 
wir nicht zu sagen vermégen, ob sie autolytischen oder bakteriellen 





A 


Prozess: 
ve rschw 
indessel 

Eu 
je eine | 
stoff ka 


wurden 


In 


desselb 
oder A 
Entwic 
Versucl 


19 Stun 
43 


an dre 
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Prozessen zuzuschreiben sind — wir neigen eher zur ersteren Annahme — 
verschwindet die traumatische Ammoniakbildung. Wir méchten 
indessen aus diesem Versuch nicht zuviel Schliisse ziehen. 

Einen Versuch, in welchem zwei Esculenten so geteilt wurden, daB 
je eine Halfte beider Tiere in Stickstoff (Iy, und Il,,), je eine in Sauer- 
stoff kam (I, und I1,,) und nach verschiedenen Zeiten bei 12° analysiert 
wurden, gibt die folgende Zusammenstellung wieder (3. Il. bis 6. I1.): 





Tabelle XIV. 
IN, lo, IIN, llo, 
Zeit -s 
Borat Wasser Borat Wasser Borat Wasser Borat Wasser 
24 Std. |] 1,84 4,63 1,9 49 
“Oy 2,03 7,14 2,3 6.8 
ee 2.5 9.0 34 10,2 


In diesem Versuch wurde nicht darauf geachtet, die Probeentnahme 
so einzurichten, um vergleichbare Werte aus symmetrischen Muskeln 
desselben Individuums zu gewinnen; er zeigt jedenfalls, daB Anwesenheit 
oder Abwesenheit von Sauerstoff keinen wesentlichen EinfluB auf die 
Entwicklung des Ammoniakgehalts im Muskel ausiibt. Noch ein anderer 
Versuch (Ranae esculentae, 12 bis 13°) sei hier angefiihrt (21. 1.): 





Tabelle XV. 
+ 
mg-Proz. NHN nach Aufenthalt in 
Stickstoff Sauerstoff 
Zeit 
nact, Zerreiben mit 
Borat Wasser Borat Wasser 

19 Stunden . . 1,54 6,3 1,66 5,8 
43 a te 3,0 7,85 2,6 7,83 
67 ‘ — 4,1 cm 2,95 8,2 
R - 4.66 8.3 3.4 8.8 


Auch hier ist keine Riicksicht auf die strenge Vergleichbarkeit der 
Muskeln genommen worden. 

SchlieBlich noch eine Versuchsreihe bei héherer Temperatur (22°), 
an drei Esculenten (A, B, C) in Stickstoff (19. 1.): 





Tabelle XVI. 
Zerrieben mit Zerrieben mit 
Zeit Borat Wasser 


mg*Proz. NHgsN | mg+Proz. NHgsN 


A 230’ 1,17 55 
A 24 44 6,1 
B 28 3.0 6.2 
Cc 28 30 3.5 5.5 
Cc 48 96 9.6 
B 48 30 11,2 11,6 
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Das Resultat ist hier dem des Versuchs 47b sehr ahnlich, trotzde, 
er anaerob gefiihrt wurde. 

In einem anderen Versuch (18, vom 3. Februar) zeigten Obe: 
schenkelmuskeln, in Sauerstoff bei 11° wahrend 48 Stunden aufbewahrt 
(Rana esculenta), folgende Werte: 


—_——_—_—_—_ 
Ue wicht 


mg 


Sartorius 
mit Borat zerrieben .. . . . . 3,57 mg-Proz. NH,-N 
» 


» Wasser - ae NH,-N 
Semimembranosus 
mit Borat zerrieben .... . . 3,1 on NH,-N 


Wasser __,, OA oe 9 NH,-N 


Auch aus diesen Zahlen ergibt sich kein deutlicher Unterschied 
zwischen der postmortalen Ammoniakanhaufung in einer Sauerstoff 
atmosphare und in Stickstoff. Wenn indessen feinere Versuche einen 
Unterschied ergeben sollten, so ist er jedenfalls mit demjenigen nicht 
zu vergleichen, welcher zwischen der anoxybiotischen und der aeroben 
Milchsiureanhaufung besteht. Wir werden spiter noch dariiber berichten, 
daB eine Riickgingigmachung der Ammoniakanhaufung im ermiideten 
Muskel durch Aufenthalt in Sauerstoff nicht gelingt. Die Ammoniak. 
bildung im isolierten Muskel scheint ein rein katabolischer Vorgang zu 
sein, ohne die oxydativ anabolische Periodizitét, wie sie durch die 
Meyerhofsche Reaktion im Kohlehydratstoffwechsel dargestellt wird 


Columba: livia. 
Die Ammoniakanhéufung und das Verhalten des ammoniakbilden- 


den Systems in den Muskeln der Taube wird in den Versuchen det 
Tabelle XVII dargestellt. 
Tabelle XVII. 
25. Februar. Taube, durch K6épfen entblutet, sehr schnell gerupft, aus- 
geweidet, Herz, Magen, Schenkel und Brustmuskel abprapariert. 
t = 20° (wo nicht anders vermerkt). 





e Zeit vom = mg»Proz. NH3*N_ mgsProz. NHgeN | mg-Proz. NHgsN 
Gewicht Téten an nach Zerreiben nach Zerreiben postmortal 


mg-Proz. NH, 


traumatisch 


mg Minuten mit Borat mit Wasser gebildet 


Oberschenkel. 
508 ‘\e 0,8 
463 30}, [1,4]*) 3,97 [0,6] *) 
481 fet 2,85 
444 380 8,8 8 
463 385 8.8 
428 1560 11,2 10,4 
440) 1570 10,8 
*) Zwischen dem Wert nach 7 und 90 Minuten interpoliert. 
**) Aus dem ermittelten NH,-N-Gehalt nach Zerreiben mit Wasser und dem fiir dieselb« 
Zeit interpolierten Wert (Kolonne 4) berechnet. 
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Gewicht Zeit vom = mg-Proz. NHg«N | mg-Proz. NHy*N | mgeProz. NH eN 
Toten an nach Zerreiben nach Zerreiben 
mg Minuten mit Borat mit Wasser 
Brustmuskel. 
490 12)% 4,3 
492 79 7,2 
428 85) 5,2 
494 335 11,2 
474 337 11,7 
481 1440 14,5 
492 1445 14.8 
506 1460 15.2 
Magenmuskel. 
481 13 0,71 
487 16 1,35 
420 350 5,7 
467 355 5.9 
480 1560 9.4 
448 1565 9.6 
Herz (Kammer). 
515 25 1.36 
473 33 4,02 
482 360 6.2 
484 365 6,2 


postmortal 
gebildet 


[3,5] *) 


44 
10.4 


13,7 


14,4 


*) Unter der Annahme des Antangs-Ruhewertes 0,8 mg-Proz. 





mg % NHy,-N 
ahs &w £4 DBD vy @ & 





mg*Proz. NH ysN 
traumatiseh 

















a 
4 
S 


5 


Abb. 11. 


25 


Postmortale Ammoniakbildung und traumatischer Effekt in Muskeln von Columba livia 
(vgl. Tabelle XVII). 


A: Schenkelmuskein. 
+: Nach Zerreiben mit 


~-—--: Traumatischer Effekt. 


B: Brustmuskelin. 


Borat 


C: Magenmuskeln. 
@: Nach Zerreiben mit Wasser. 
x=----—x: Das ammoniakbildende System. 
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Die Betrachtung dieser Tabelle XVII zeigt zunachst, daB in den _ = 

Muskeln der Taube — und zwar in Skelettmuskeln wie im Herzmuske! — yer 

das ammoniakbildende System vorhanden ist, daB aber der trawmatische 

Effekt geringer ist, als im Muskel der untersuchten Kaltbliiter. Das 

System ist auch sehr unbestdndig; die Fahig. 

keit zur traumatischen Reaktion verschwindet 

| unterhalb der Kérpertemperatur in wenigen 

| Stunden. Dagegen wird eine Ammoniakbilduny 

| im intakten Muskel beobachtet, die wir weiter. Kaninch 
| hin zwar als postmortale bezeichnen, jedoch 

“% als einen vitalen, im isolierten Organ fort- 

Pod —_— gesetzten Vorgang betrachten. Dieser Vorgang 

Tauoenherzen Poste bringt den Ammoniakgehalt der Schenkel- 


sae ee muskeln bei 20° in 6 Stunden dreimal so hoch, 


In « 
bel vers 








7236 


femperatt 


~----: Traumat. Effekt. als die Erschépfung des ammoniakbildenden 
Systems es verméchte; in der Brustmuskulatur 18n° 

auf das Vierfache, im Herzen auf das Doppelte, im Magenmuskel, wo 

der traumatische Effekt iiberhaupt fehlt, auf denjenigen Wert, den der 

Froschmuskel bei der gleichen Temperatur erst nach 40 Stunden erreicht 


Siugetiere. 


1. Maus (Mus musculus). 


Die Versuche an Mausemuskeln waren die ersten, in welchen wir uns 
tiber das Verhalten der Warmbliitergewebe orientiert haben. Wir haben 
iiber die postmortale Aramoniakanhéufung in Mausemuskeln nur ajnen 
sechsstiindigen, bei 14° durchgefiihrten Versuch. 

18. Februar. Das Tier wurde mit CO, betaéubt und sofort entblutet; 
gehautet und prapariert. Verwendet wurden Oberschenkelmuskeln. gefrore! 


Tabelle XVIII. 





Zoi ; mg-Proz. mg-Proz. mg+Proz. mg-Proz 
Toon | “Seok NHgsN NHysN NidgeN NHgN 

(zerrieben mit | (zerrieben mit (traumatisch (postmorta! 
Minuten mg Borat) Wasser) | gebildet) gevildet) 


5 450 0,72 
7 49) 3 2.8 
22 317 0,97 
120 519 2,1 
135 456 3.5 
330 266 5,0 
336 446 7, | 28 


In den Mausmuskeln bleibt nach diesen Zahlen in einem Versuch 
von iiber 5 Stunden das ammoniakbildende System noch erhalten. Wir 
méchten aber zu der Beurteilung dieser Zahlen bemerken, daB das Gewebe 


in den Wasserversuchen 10 Minuten zerrieben blieb. Die Werte fiir die 
Biocl 
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rraumatische Ammoniakbildung sind hier viel weniger genau bestimmt, 
jen sie verschmilzt mit der im zerkleinerten Mausemuskel sehr bedeutenden 
postmortalen Ammoniakbildung (s. 8S. 404). 


Lepus cuniculus. 
In dem Versuch am Kaninchen wurden einzelne Muskelgruppen 
bei verschiedenen Temperaturen beobachtet. 
Tabelle X1X. 


Kaninchen durch Entbluten getétet; Anfangswerte unter Verwendung 
fliissiger Luft bestimmt. 





Muskel rer ; _tmgProz. NHN 
femperatur (Gewicht) Tétung an nach Zerreiben mit postmortal traumatisch 


| = = + 
mg Minuten Borat Wenser gebildet gebildet 


Unterschenkelmuskel 








18° 320 3 0,46 
550 3 4,2 3,74 
508 240 6.6 5,14 
475 250 7,2 6,7 
1b.0” 
462 260 95 2.6 
516 1440 11,2 10,7 
518 1445 11,5 0,6 
462 2900 95 
453 2900 8.9 
20 | 442 4300 11.8 
6 18 
4° 442 2900 11.5 
gefroren) | 5h lang bei 16,5° in 
|zerriebenem Zustand 
399 4300 12.8 
30’ lang bei 51° in 
zerriebenem Zustand 
( 411 62 4.3 3.8 
1 396 91 8,2 3,9 
2; 470 367 93 8,8 
480 402 99 0.6 
Oberschenkelmuskel 
| 396 1380 9,0 
16,5° 
| 214 1390 8.9 
Herz 
16,5° 583 337 2,43 
593 335 2.7 


Biochemische Zeitschrift Band 184 
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70 % 20 Std. 
Abb. 13. 
Postmortale und traumatische Ammoniakbildung im Kaninchenmuskel (vgl. Tabelle XIX) 


A: Schenkelmuskeln bei 16,5°. 2B: Schenkelmuskeln bei 37°. 
——: Ammoniakgehalt. : Traumatischer Effekt. Erste stcile ----- Linie : Traumatischer i fekt 
und postmortale Ammoniakbildung im Muskelbrei 


An Katzenmuskeln liegen folgende Beobachtungen vor: 


Vorderpfote einer Katze in Enthirnungsstarre: 
mit Borat zerrieben ... . . . 0,92 mg-Proz. 
»» Wasser si ere Ss o 

In 1 Stunde nach dem Tode bei 37°: 
mit Borat zerrieben ... . . . 2,6 mg-Proz. 
» Wasser = sae a - 

In 4 Stunden nach dem Tode bei 37°: 
mit Borat zerrieben 


»  Wassor Pe wt ig eee = 
i 


An menschlichen Muskeln: 


Bei einer Operation entnommener M. iliocostalis lumborum: 
Nach 11 Minuten (0°): 

mit Borat zerrieben ... .. . 0,2 mg-Proz. NH,-N 
Nach 14 Minuten (0°): 

mit Wasser zerrieben ... . 2,64 mg-Proz. N H,-N 
Nach 276 Minuten (20°): 

mit Borat zerrieben ... .. . 2,98 mg-Proz. NH,-N 
Nach 280 Minuten (20°): 

mit Wasser zerrieben .. . . . 3,8 mg-Proz. NH,-N 


Der Versuch am Kaninchenmuskel und die fragmentarischen 
Versuche am Muskel von Katze und Mensch zeigen wieder dasselbe, 
was wir am Taubenmuskel bemerkt haben: den intensiven Vorgang «er 
postmortalen Ammoniakbildung und die Unbestindigkeit des zur 
traumatischen Reaktion bereiten ammoniakbildenden Systems. 
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IV. Arbeitsleistung und Ammoniakgehalt. 


In diesem Abschnitt, dessen Gegenstand in einer weiteren Mit- 
tellung behandelt werden soll, sind einige Versuche tiber Ammoniak- 
snhiaufung und Ermiidung; seinen fragmentarischen Charakter méchten 
wir damit rechtfertigen, daB die hier mitgeteilten Versuche uns orientieren 
sollten, ob ein Zusammenhang zwischen Ammoniakgehalt und Ermiidung 
iberhaupt besteht'). 

Tabelle XX. 





mg»Proz. N HgeN 
nach Zerreiben 








Art Datum Reiz Muskel R.A 
mit mit 
Borat |‘Wasser 
*) Gastrocnemius 236 0,7 
Keculenta ot 19. I. 1 Std. lang Tetani | re 
: von etwa 0,1" ,alle 1” | ° 244 2,3 
559 2.45 
0,2 mg Strychnin Tibialis 4m 5,3 
Auf der Hohe der ‘Oberschenkel- 46° 2,49 
lemporaria o* 7.11. Krampfe getotet muskel 392 6.3 
” 456 2.48 
nioms one 
**) \Gastrocnemius %* O04 
| Tibialis 400 5.0 
‘ 568 | 26 
0.15 mg Strychnin | Gastrocnemius woe 2,64 
P ( Brustlym phsack ) “ 554 4,1 
lemporaria o* 9.1. Auf der Hohe der | Tibialis 362 83.11 
Krampfe getotet * . 323 5.34 
**) Gastrocnemius 548 0.9 
deities 371 5,09 
Tibialis nas ann 
0,15 mg Strychnin |Gastrocnemius od 6,0 
(Brustly sack) Tibialis 382 5.1 
Temporaria o° || 9.1L. Brustlymphsack Tibialis : 2 
Auf der H>he der |¢Oberschenkel- 596 2.65 
Krampfe getitet | muskel 560 6.0 
° 398 3,0 








*) Der ungereizte symmetrische Muskel vom Priparat nicht abgetrennt und gleichzeitig 
verarbeitet. 
**) Vor dem Auftreten der Krampfe amputiert. 


1) Nachtrag wdahrend der Korrektur: In einer soeben erschienenen 
Mitteilung stellt G.Embden die Vermehrung des Ammoniakgehalts in 
isolierten Froschmuskeln wahrend deren Tatigkeit (bei kiinstlicher Reizung) 
fest (Klin. Wochenschr. 6, 628, 2. April 1927). Mit den angefiihrten Ver- 
suchen stimmen die hier anzufiihrenden zum Teil iiberein, wir méchten 
jedoch feststellen, daB wir niemals eine Andeutung der von Embden be- 
schriebenen Reversibilitat der Ammoniakanhéufung im isolierten Muskel 
beobachten konnten. 


28 * 
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DaB es nicht die Strychninwirkung auf den Muskel selber war 
Ammoniakanhaiufung bewirkt hat, wurde in einem besonderey 
Versuch festgestellt. Symmetrische Muskeln 
(Gastrocnemii) wurden in eine Ringerlésung 
und in eine Strychnin-Ringerlésung von 
0,01 Proz. gebracht; der Strychninmuske! 
enthielt nach 3 Stunden bei 12°: 0,78 mg-Proz 
NH,-N, der Kontrollmuskel 0,9 mg-Proz 
Das Ergebnis der Ermiidungsversuche 
laBt sich vorlaufig dahin zusammenfassen, 
daB die Ermiidung durch tetanische Reize. 
ob kiinstlich oder auch reflektorisch zu einer 
Abb. 14. Anhaufung von Ammoniak im Muskel fiihrt 
Ammoniakbildung bei der Diese Anhiufung betrigt etwa die Hilfte 
emg a ag Ailey ww €6der als traumatischer Effekt auftretenden 
Borat. Schraifierte Felder: Menge. Das ammoniakbildende System 


Nach Zerreiben mit Wasser : ‘ : . ; 
(vgl. Tabelle XX). wird dabei anscheinend teilweise verbraucht 


Ermudet (Wasser) 


frmiidet (Borat) 
(Wasser) 
Ermiidet ( Borat) 


Normal (Borat) 





V. SehluSbetrachtung. 
1. Die Herkunft des Ammoniaks. 


Eine Spekulation itiber die Natur des Kérpers, aus welchem bei 
der traumatischen und der postmortalen Ammoniakbildung das 
Ammoniak entsteht, wire zurzeit miiBig; wir haben noch keinerlei 
Anhaltspunkte und wissen nicht einmal, ob er zu den kolloiden oder 
nichtkolloiden Bestandteilen des Muskels gehért. Wir werden auf diese 
Frage in einer spateren Mitteilung zuriickkommen, vorliufig méchten 
wir nur einige Punkte kurz festlegen: 

Die Muttersubstanz des Ammoniaks ist in alkalischer wie in saurer 
Lésung bestindig, zumindest spaltet sie ohne Mitwirkung eines auf 
bestimmte Wasserstoffionenkonzentrationen eingestellten fermentativen 
Faktors kein Ammoniak ab. Sie ist nicht mit dem Cyanation zu 
identifizieren, zu dem man bei Erklirungen des Stoffwechsels stickstoff- 
haltiger Stoffe so gerne greift'), denn sie spaltet beim Zerreiben des 
Muskels mit n/10 Salzsiure kein Ammoniak ab. Sie hangt auch nicht 
mit Harnstoff zusammen, weder in dem traumatischen, noch in dem 
postmortalen Vorgang: wir miissen in dieser Frage Gad Andersen*) 
widersprechen und feststellen, da8 wir in Froschmuskeln und Kaninchen- 


1) W. F. Fearon, Biochem. Journ. 17, 85, 1923; 18, 576, 1924; Physiol. 
Rev. 6, 426, 1926; E. G. Montgomery, Biochem. Journ. 19, 71, 1925; dagegen 
E. Gottlieb, ebendaselbst 20, 1, 1926; W. Mozolowski und M. Taubenhaus, 
diese Zeitschr. 181, 85 1927. 

*) Gad Andersen, Journ. of biol. Chem. 39, 267, 1919. 
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muskeln niemals einen postmortalen und auch niemals einen traumati- 
schen Harnstoffschwund beobachtet haben. Wir haben den Harnstoff- 
gehalt der Muskeln nach zwei unabhangigen Methoden bestimmt: 
nach dem Ureaseverfahren nach Marshall') und nach Sumner?), bei 
welchem Urease zum zerriebenen Muskelgewebe hinzugefiigt wird, 
und unter Kontrolle ohne Ureasezusatz das entstandene Ammoniak 
bestimmt: nach dieser Methode konnten wir in zerriebenen Muskeln, 
in welchen die traumatische — oder die traumatische und postmortale — 
Ammoniakbildung bereits abgelaufen war, nach kurzer Zeit das 
Ammoniak aus dem Harnstoff abspalten. Die zweite Methode war, 
was die Bestimmungsform anbetrifft, der Xanthydrolmethode von 
André Boivin*) nachgebildet ; die Muskeln wurden mit Borat zerrieben, 
dann mit Eisessig auf 50proz. Essigsiure gebracht, mit 7'anretschem 
Reagens enteiweiBt und der Harnstoff als Dixanthylharnstoff ab- 
geschieden: in dem abzentrifugierten und gewaschenen Niederschlag 
wurde dann der Harnstoffstickstoff bestimmt. Nach dieser Methode 
fanden wir keinen Unterschied im Harnstoff-N-Gehalt der Muskeln 
nach Ablauf der traumatischen und nach weit fortgeschrittener post- 
mortaler Ammoniakbildung einerseits, in frischem, mit Borat fixiertem 
Gewebe andererseits. Ein Versuch sei hier angefihrt: 


Muskeln vom Oberschenkel eines Kaninchens, sofort nach der Schlachtung 

in Schnee angekiihlt, in 20 Minuten der erste Wert bestimmt; dann in die 

Temperatur von 37° gebracht; zur Analyse wurden 1,2 bis 1,8 g Gewebe 
verwendet. 





(=a t= 37 
DP ee Rs 66 6-6 6 «+ 2 8 Sb we 6 Ws SOS Oe 20 50 ~ 300 ; 340) 
mg-Proz. NH3-N mit Borat zerrieben . .... || 0,7 43 9,25 ’ 
Ps - » Wasser - Pie te Se 8,2 9.9 
t ieee ear © Fas PF ee 11,7 


Wir sehen keinerlei Anhaltspunkte fiir die Annahme, daB im 
Wirbeltiermuskel eine Ureolyse stattfinde, und bestatigen die in der 
Einleitung erwihnten Ergebnisse von Hoagland und Mansfield*), die 
in groBziigigen Versuchen die Konstanz des Harnstoffgehalts im 
Rindermuskel bei 37° nachgewiesen haben. Wir finden auch in der 
Literatur des Gegenstandes keinen Anhaltspunkt — auBer in dem Versuch, 
in welchem Murray Luck*®) in der Magenmucosa des Hundes, aber 





1) Marshall, ebendaselbst 15, 493, 1913; Marshall und Davies, eben- 
daselbst 18, 53, 1914. 

2) Sumner, ebendaselbst 27, 95, 1916. 

%) A. Boivin, Bulletin de la Societé de Chimie biologique 8, 456, 1926. 
*) Hoagland und Mansfield, Journ. of biol. Chem. 31, 487, 1917. 
5) M. Luck, Biochem. Journ. 18, 814, 1924. 
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in keinem anderen Gewebe dieses Tieres eine Ureasewirkung nach. 
gewiesen hat — fiir eine Harnstoffzerstérung im Organismus der Wirhei. 
tiere und stehen bis auf weiteres auf demselben Standpunkt, den Parnas 
und Heller!) bei der Feststellung der Bestandigkeit des Harnstoffs im 
Blute eingenommen haben, und den Przy/ecki*) auf Grund von Ver. 
suchen am ganzen Froschorganismus vertritt ). 


2. Uber die physiologische Bedeutung der Ammoniakbildung im Muskel. 


Die Haupttatsachen iiber die Ammoniakbildung im Muskel, dic 
hier zum ersten Male festgestellt werden, lassen sich folgendermaben 
zusammenfassen : 

In den Skelettmuskeln der Vertreter aller Wirbeltierklassen jst 
ein chemisches System enthalten, welches sowohl auf adaquate funk. 
tionelle Reize als auch auf Verletzung der Muskelstruktur durch 
mechanische oder chemische Faktoren mit Abspaltung von Ammoniak 
reagiert. 

Die Skelettmuskeln unterscheiden sich durch das Vorhandensein 
dieses Systems von allen anderen untersuchten Geweben, mit Ausnahme 
der glatten Muskeln und der Herzmuskeln, in welchen dieses System 
— wohl quantitativ schwicher — enthalten ist. 


Die traumatische Ammoniakbildung, die 2,5 bis 6,5 mg Ammoniak- 
stickstoff in 100 ccm Muskeln betragt, stellt die obere Grenze der. 
jenigen Ammoniakmenge dar, welche in Zusammenhang mit der Muskel- 
taitigkeit in sehr kurzer Zeit — innerhalb von wenigen Minuten 
entladen werden kann. Vergleicht man ihren Betrag mit dem der 
traumatischen Milchséurebildung, die in der gleichen Zeit stattfindet, 


1) Parnas und Heller, diese Zeitschr. 152, 1, 1924; 155, 247, 1925. 

*) Przytecki, Arch. intern. de Physiol. 24, 13, 1924; 24, 281, 1925; 
25, 45, 1925. 

%) Nachtrag wdahrend der Korrektur: Embden (Klin. Wochenschr. 6, 
628, 2. April 1927) sieht in einer eben erschienenen Mitteilung die Adeny)- 
sdure als Muttersubstanz des Muskelammoniaks an; er stiitzt sich dabei 
auf die Feststellung, da8 Adenosinphosphorséure im Muskel vorkommt 
und im Muskelbrei der Desaminierung unterliegt. Diese Vorstellung ist 
mit den vorliegenden Angaben iiber den Puringehalt des Muskels schwer 
in Eimklang zu bringen. Um die traumatische Bildung von 5 mg-Proz. 
Ammoniakstickstoff allein zu decken, miiBte der Gehalt an Adenylsaure 
im Froschmuskel 25 mg-Proz. Purinstickstoft entsprechen, wahrend fiir 
den gesamten Purinstickstoff des Froschfleisches 35 mg-Proz. angegeben 
werden. Auch fiir andere Muskelarten fiihrt die Annahme von Embden 
zu dem SchluB, daB fast der gesamte Purinstickstoff in Form von Adeny]- 
séiure bzw. Inosinséure vorhanden sein miiBSte, falls die Adenylsdure dix 
Muttersubstanz des Ammoniaks darstellt. Dieser Schlu8 miiBte durch 
Bestimmung der Purinverteilung im Muskel gepriift werden, wenn det 
oben bezeichnete Widerspruch aufgeklart werden soll. 
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und die wir mit — hoch gerechnet — 200 mg-Proz. ansetzen wollen, 
so verhalt sich die Ammoniakabspaltung von 4 mg-Proz., oder rund 
0.3 Millimol-Proz., zu der Milchséiurebildung von rund 2,2 Millimol-Proz, 
abgerundet wie 10 bis 15 zu 100; sie hat also eine bedeutende, physio- 
logisch sehr in Betracht kommende GréBe, und ihr Verhaltnis zum 
Kohlehydratschwund und zur Milchséurebildung ist von Ahnlicher 
Ordnung, wie die des Stickstoffumsatzes zu dem Umsatz der stickstoff- 
freien Kohlenstoffverbindungen des Organismus. 

Betrachtet man die Ammoniakabspaltung bei der Ermiidung und 
vergleicht den Wert von 2 mg-Proz. oder '/, Millimol-Proz. mit der 
Menge der Glucoseiquivalente, die bei vollstaéndiger Ermiidung ver- 
schwinden (etwa 250 mg-Proz. oder rund 1,4 Millimol-Proz.), so ergeben 
sich fiir die abgespaltenen Stickstoffaquivalente rund 5 Proz. der 
Glucosedéquivalente. Zieht man aber die Erholungsvorginge mit in 
Betracht und nimmt nach Meyerhof und Hill an, daB etwa vier Fiinftel 
der Milchséure wieder zu Glucose aufgebaut werden, so ist das Verhaltnis 


der Aquivalente Ammoniakbildung : Glucoseschwund gleich 1 : 2. 


Zieht man noch diejenige Ammoniakbildung in Betracht, die im 
Warmbliitermuskel so hohe Betrage annimmt, und die wir hier als 
postmortale bezeichnet haben, so wird man dem Stoffwechsel stickstoff- 
haltiger Substanzen im Muskel eine bedeutendere Rolle beimessen 
miissen, als auf Grund der vorhandenen Kenntnisse von den chemischen 
Vorgiangen im Muskel bis jetzt geschehen ist. 

Die Bereitschaft des Skelettmuskels zu einer plétzlichen Entladung 
bedeutender Ammoniakmengen; die postmortale Anhaufung von 
Ammoniak im Muske] unter Erhaltung des ammoniakbildenden Systems ; 
die Anhiufung von Ammoniak im ermiideten Muskel sowohl in vivo 
als auch im isolierten Organ; schlieBlich die Anhéiufung des Ammoniaks 
in Starrezustainden; diese Tatsachen scheinen gewichtig genug, um dem 
ammoniakabspaltenden Vorgang eine wesentliche Rolle im chemischen 
Geschehen des Muskels zumuten zu diirfen. 

Vergleicht man die Ammoniakbildung in verschiedenen Muskeln, 
so fillt es auf, daB die Intensitiét dieses Vorgangs — an der GréBe der 
Bereitschaft zur traumatischen oder der Intensitat der ,,postmortalen“ 
Ammoniakbildung gemessen — mit der Funktion des Muskels zu- 
sammenhingt. Sie ist gréBer in den schnellen weiBen Muskeln als in 
den roten, wie der Vergleich der Brustmuskeln und der Schenkelmuskeln 
der Taube zeigt: die traumatische Bereitschaft fehlt in langsamen, 
periodisch arbeitenden Herzmuskeln der Sumpfschildkréte und des 
Kaninchens, sie ist dagegen vorhanden im Herz der Taube, bei der mit 
der Flugleistung eine sehr viel héhere Beanspruchung des Herzens 
als in der Ruhe vorkommen kann, 
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Mit den herrschenden, auf die Forschungen von Fletcher 
Hopkins bis Hill und Meyerhof aufgebauten Kenntnissen von dem 
Stoffwechsel des Muskels kénnen wir die hier mitgeteilten Tatsachen 
noch nicht in ein Bild zusammenfiigen. Es erscheint nicht wahrschein 
lich, daB der ammoniakbildende Vorgang als eine energieliefernde 
Reaktion in Frage kommt: wir glauben eher, daB er in den Mechanismus 
der Umsetzung chemischer Energie in mechanische gehért. 


Zusammenfassung. 

1. Wenn man einen Wirbeltiermuskel mit Wasser oder physio. 
logischer NaCl-Lésung zerreibt, so bilden sich darin sofort Ammoniak. 
mengen von der GréBenordnung von Milligrammen in 100 mg Muske! 

2. Diese traumatische Ammoniakbildung la8t sich verhindern 
wenn man den Muskel mit einer Boratlésung von py = 9,3 zerreibt 

3. Auf Grund dieser Feststellung wird eine Methode zur Bestimmung 
des Ammoniakgehalts der Muskeln und anderer Gewebe ausgearbeitet 

4. Die traumatische Ammoniakbildung wird in allen Klassen von 
Wirbeltieren untersucht und in den Skelettmuskeln iiberall gefunden 

5. Sie fehlt bei Driisen, ist aber, im schwicheren MaBe als in den 
Skelettmuskeln, in glatten Muskeln (Magen) und Herzmuskeln fest. 
zustellen. 

6. Die traumatische Ammoniakbildung im Froschmuskel ist ein 
schnell verlaufender Vorgang, der nach 90 Sekunden im Frosch 
gastrocnemius zu Ende kommt. 

7. Das ammoniakbildende System 1a8t sich durch die alkalische 
Boraxlésung aus dem Gewebe extrahieren und durch Neutralisation 
wieder aktivieren. Die Muttersubstanz des Ammoniaks geht dabei 
in Lésung, mit ihr auch ein Teil des Ferments, im unléslichen Riickstand 
bleibt nichts von der ammoniakbildenden Substanz, wohl aber ein 
groBer Teil des Ferments. 

8 Im Muskelgewebe ist die ammoniakbildende Substanz und das 
sie zersetzende Ferment zu einem durch die Zellstruktur funktionel! 
zusammengefiigten System vereinigt, in welchem der Vorgang der 
Ammoniakbildung mit viel gréBerer Geschwindigkeit vor sich geht 
als in der Lésung beider Bestandteile. 

9. Es wird festgestellt, daB Anoxybiose keinen EinfluB auf die 
Ammoniakanhiufung im Muskel in vivo hat. 

10. Erfrieren des Gewebes beschleunigt die Ammoniakanhaufung 
im Muskel. 

11. Wdrmestarre und Coffeinstarre sowie Chloroformstarre, im 
schwacheren MaBe die Wasserstarre, bedingen einen ahnlichen Effekt. 
wie die mechanische Zerstérung des Gewebes. 
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12. Im intakten Muskel findet nach seiner Isolierung eine be- 
deutende Anhiufung von Ammoniak statt; dieselbe wird in Muskeln 
verschiedener Art und verschiedener Tierklassen untersucht. 

13. Dabei wird gefunden, daB in Fischmuskeln die Ammoniak 
bildung ausschlieBlich auf Kosten des zur traumatischen Reaktion 
bereitstehenden ammoniakbildenden Systems stattfindet, wahrend 
beim Frosch und bei der Schildkréte in niedrigen Temperaturen (12°) 
das ammoniakbildende System lange erhalten bleibt. Im Muskel von 
Warmbliitern ist die postmortale Ammoniakbildung viel intensiver 
als bei Kaltbliitern, das auf traumatische Reize reagierende System 
sehr unbestandig. 

14. Anwesenheit oder Abwesenheit von Sauerstoff hat fiir die 
Vorgange der Ammoniakanhiufung keinen EinfluB. 

15. Ermiidung durch elektrische Reizung oder durch Strychnin- 
krampfe hat eine Anhiufung von Ammoniak im Gewebe zur Folge; 
die Ammoniakbildung im Muskel ist ein mit der Muskeltatigkeit ver- 
kniipfter Vorgang. 

16. Mit den Schwankungen des Ammoniakgehalts der Muskeln 
gehen keine Schwankungen des Harnstoffgehalts zusammen. 





Uber den Einflu6 einiger Fraktionen des Fleischextraktes auf 
die Absonderung des Pankreassaftes und der Galle. 


Von 


R. Krimberg und 8. A. Komarow. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Riga.) 


(Eingegangen am 18. Marz 1927.) 


In einer vor kurzem erschienenen Arbeit konnten wir zeigen, da 
dem Methylguanidin in hohem Grade die Fahigkeit eigen ist, die Ab- 
sonderung des Pankreassaftes und der Galle hervorzurufen und unter 
Umstanden dieselbe sogar fiir mehrere Stunden im Gange zu erhalten'). 
Da das Methylguanidin bekanntlich auch im lebenden Muskel in recht 
bedeutender Menge enthalten, und da sein Vorkommen im Blute 
ebenfalls sichergestellt ist, so hielten wir uns fiir um so mehr berechtigt, 
diesem in sehr verschiedener Richtung auBerst aktiven Muskelhormon 
auch im physiologischen AbsonderungsprozeB des Pankreassaftes und 
der Galle waihrend der Verdauung eine Rolle zuzuschreiben. 

Die bis jetzt nachgewiesenen Muskelhormone besitzen die Eigen- 
schaften organischer Basen und sind bekanntlich im Phosphorwolfram- 
siureniederschlag des Fleischextrakts enthalten. Um zu sehen, ob in 
diesem Niederschlag auBer dem Methylguanidin auch noch nicht andere 
bekannte (Carnosin, Cholin, Carnitin) oder zurzeit noch unbekannte 
Hormone vorkommen, welche einen sekretionserregenden Finflu8 auf 
die Pankreasdriise und die Leber auszuiiben imstande wiiren, wurde 
derselbe von uns einer niheren physiologischen Priifung unterzogen 
Zu diesem Zwecke wurde der genannte Niederschlag nach Abtrennung 
der Phosphorwolframsaure fraktioniert, die erhaltenen stark alkalisch 
reagierenden Fraktionen neutralisiert (fast immer mit Salzsaure), 
sterilisiert und in vivisektorischen Versuchen an Hunden auf ihre 
eventuelle Fahigkeit die Absonderung des Pankreassaftes und der 
Galle hervorzurufen bzw. zu verstarken gepriift. Die Art der operativen 
Vorbehandlung der Tiere, sowie die Ausfiihrung der Versuche selbst. 

war genau dieselbe, wie in unserer oben zitierten Arbeit beschrieben 


') R. Krimberg und S. A. Komarow, diese Zeitschr. 176, 73, 1926. 
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Fraktionierungsmethode der Fleischextrakte. 


Als Ausgangsmaterial fiir die Versuche wurden aus ganz frischem 
Rindfleisch gewonnene Extrakte und der Liebigsche Fleischextrakt 
verwendet. Die Darstellung der Extrakte aus frischem Fleisch geschah 
wie Von uns in einer anderen ebenfalls vor kurzem erschienenen Arbeit 
angegeben!). Die Fraktionierung der Extrakte (auch des Liebigschen) 
wurde aber im groBen und ganzen nach dem urspriinglich von einem 
yon uns beschriebenen Verfahren durchgefiihrt*). Es wurden auf 
solche Weise die folgenden Fraktionen der im Phosphorwolfram- 
siureniederschlag enthaltenen basischen Stoffe dargestellt: 1. eine 
Purinfraktion; 2. eine Carnosinfraktion; 3. eine Methylguanidin- 
fraktion; 4. eine Carnitinfraktion und endlich 5. eine aus dem Filtrat 
nach der Abscheidung der Carnitinfraktion erhaltene ,,Restfraktion“. 
Um auch das genannte letzte Filtrat zur intravenésen Applikation 
verwendbar zu machen, wurde zwecks Ausfillung der Carnitinfraktion 
nach der Angabe von Smorodinzew*) anstatt der Kaliumwismutjodid- 
jésung eine Natriumwismutjodidlésung benutzt, das Filtrat mit frisch 
gefilltem Bleihydroxyd zerlegt, das neue Filtrat mit Schwefelwasserstoff 
behandelt, abermals filtriert und mit Phosphorwolframsiure aus- 
gefallt. Der Niederschlag wurde auf die iibliche Weise mit Barium- 
hydroxyd zerrieben, das Filtrat vom Barium befreit, mit Salzsiure 
neutralisiert, bis zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit 95proz. 
Alkohol extrahiert, der nach vollstandiger Entfernung des Alkohols 
hinterbliebene neue Riickstand in wenig Wasser gelist, die Lésung 
sterilisiert und den Versuchshunden eingefiihrt. In den Versuchs- 
protokollen wird diese Lésung, wie schon erwahnt, als ,,Restfraktion“ 
genannt. 

Die auf die soeben angegebene Weise erhaltenen und in unseren 
Versuchen zwecks Einverleibung angewandten Fraktionen des Fleisch- 
extraktes sind in den unten angefiihrten Versuchsprotokollen als nach 
dem ,,urspriinglichen“ Verfahren dargestellte bezeichnet. AuBer der 
soeben angegebenen Fraktionierungsmethode haben wir jedoch zu 
demselben Zwecke auch noch eine andere, kiirzere benutzt, wobei die 
nach dieser letzteren Methode erhaltenen Fraktionen in unseren Ver- 
suchsprotokollen als nach dem ,,reduzierten“ Verfahren dargestellte 
vermerkt sind. In der Mehrzahl unserer Tierversuche sind gerade die 


1) R. Krimberg und S.A. Komarow, diese Zeitschr. 171, 171, 1926. 

2) R. Krimberg, Uber die stickstoffhaltigen Extraktivstoffe der Muskeln. 
Inaug.-Diss., 8. 115ff. Moskau 1907. Hoppe-Seyler-Thierfelders Handb. 
d. physiol.-chem. Analyse 1909, 8. 758. 

8) J. A. Smorodinzew, Berichte d. Kais. Akademie d. Wiss., 8S. 1541. 
St. Petersburg 1916. 
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nach dem ,,reduzierten“‘ Verfahren gewonnenen Fraktionen des Fleisch. 
extrakts angewandt worden. Bei dieser Bearbeitungsweise haben wir 
die anfangliche Reinigung der Extraktlésungen mittels Bleiacetat, sowie 
das Einengen des nach der Abscheidung der Carnosinfraktion erhaltenen 
Filtrats in Gegenwart von Magnesiumoxyd ganz weggelassen. [er 
Hauptunterschied aber besteht darin, daB wir bei diesem Verfahren 
auf die Isolierung einer gesonderten Methylguanidinfraktion verzichtet 
haben aus dem Grunde, weil bei der Fraktionierung nach dem ur 
spriinglichen* Verfahren das Methylguanidin niemals in seiner ganzen 
Menge in die eigentliche Methylguanidinfraktion iibergefiihrt, sondern 
teilweise in der Carnosinfraktion, teilweise aber auch in der Carnitin 
fraktion angetroffen wird; andererseits ist auch das Carnosin niemals 
in seiner ganzen Menge in der eigentlichen Carnosinfraktion enthalten 
sondern zum Teil, und wie dies mehrfach ausgefiihrte Nachpriifungen 
gezeigt haben, nicht selten sogar in recht bedeutenden Mengen in die 
Methylguanidin- und in die Purinfraktion iibergeht. Aus diesem Grunde 
schien es uns als zweckmaBig, bei der Fraktionierung der Fleischextrakte 
derart vorzugehen, daB die Carnosinfraktion und die Methylguanidin 
fraktion nicht getrennt, sondern zusammen als eine Carnosin-Methyl- 
guanidinfraktion erhalten werden kénnten. Es schien uns dies um 
so mehr zulassig, als es sich schon vorher erwiesen hatte, daB das Carnosin 


welches ja doch den Hauptteil der Carnosinfraktion ausmacht, als solches 
weder auf die Pankreasdriise noch auf die Leber irgendwelchen merkbaren 
sekretionserregenden Einflu8 auszuiiben imstande ist. 


In der Absicht also, eine gemeinsame Carnosin-Methylguanidin 
fraktion 21 erhalten, wurde das nach Zerlegung des Phosphorwolfram- 
saureniederschlags erhaltene Filtrat mittels Schwefelsiure und Kohlen 
siure vom Baryt befreit, abermals filtriert, mit konzentrierter Salpeter. 
saure bis zur schwach sauren Reaktion auf Lackmus versetzt und stark 
eingeengt, wonach zu der abgekiihlten Fliissigkeit nochmals Salpeter 
séure bis zur schwach positiven Reaktion auf Kongo hinzugefiigt wurde 
Hierauf wurde nun die Fliissigkeit mit 20proz. Silbernitratlésung 
bis zu einem bedeutenderen Uberschu8 an Silber (bei Ausfiihrung der 
Kosselschen Probe auf einem Uhrglase sofort ein dunkelbrauner Nieder- 
schlag) versetzt und iiber Nacht im Eisschrank stehengelassen. Der 
Niederschlag der Purinbasen wurde am anderen Tage scharf abgesaugt, 
und das Filtrat mit warmgesittigter Bariumhydroxydlésung unter 
Verwendung eines gréBeren Uberschusses (bis zur Bildung einer deut- 
lichen Haut auf der Fliissigkeitsoberflache) unter Kiihlung ausgefillt 
Es erwies sich, daB unter den soeben angegebenen Bedingungen im 
Filtrat von dem auf solche Weise erhaltenen Silberbarytniederschlag 
héchstens Spuren von Carnosin oder eventuell anderen Imidazol- 
kérpern zuriickbleiben, und daB jedenfalls auch bei weitem der gréBte 
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Teil des Methylguanidins in diesem Niederschlag enthalten ist. Wahrend 
der Tierversuche, in welchen die aus dem Filtrat vom Silberbarytnieder- 
schlag gewonnenen Fraktionen, also die Carnitinfraktion und die Rest- 
fraktion einverleibt worden waren, konnten allerdings keine deutlicheren 
Erscheinungen wahrgenommen werden, welche an die scharf aus- 
gepragten und charakteristischen Symptome der Methylguanidin- 
wirkung zu erinnern geeignet waren. 


Tierversuche. 


Die Fraktion der Purinbasen erwies sich in drei Versuchen entweder 
als ganz inaktiv oder vielleicht nur auBerst wenig aktiv (in einem nicht 
ganz deutlichen Versuch) sogar in Gaben, welche etwa einem Kilogramm 
frischen Fleisches oder etwa 30g Liebigschen Fleischextrakts ent- 
sprechen, nicht nur in bezug auf die Pankreassekretion, sondern auch 
in bezug auf die Exkretion der Galle. 


Die nach dem ,,urspriinglichen Verfahren gewonnene Carnosin- 
jraktion und ganz besonders die nach dem ,,reduzierten‘ Verfahren 
erhaltene Carnosin- M ethylquanidinfraktion des Fleischextrakts erwiesen 
sich dagegen als in bedeutendem Mafe aktiv. 


Aus Versuch 3, in welchem eine nach der ,,urspriinglichen** Methode 
gewonnene und etwa 70g frischen Fleisches entsprechende Carnosin- 
fraktion einverleibt wurde, sieht man vollstandig klar, erstens, daB 
sogar eine so geringe Menge Fyeisch wie die eben erwihnte schon ge- 
niigend viel aktive Stoffe enthalt. um eine deutliche Steigerung der 
Pankreassekretion zu bewirken, und zweitens, daB die aktive Substanz 
in keinem Falle das Carnosin sein kann. In der Tat, unter allen Versuchen, 
in welchen reines Carnosin appliziert wurde, ist der Versuch 3 der einzige, 
wo nach Injektion einer Carnosingabe von 0,4 g eine gewisse Steigerung 
der Pankreassekretion beobachtet wurde. Als aber gleich nachdem eine 
Gabe der Carnosinfraktion eingefiihrt wurde, welche nur 0,18 g, also 
mehr als zweimal weniger Carnosin enthielt, so war die darauf ab- 
gesonderte Menge des Pankreassaftes aber nicht kleiner, wie man zu 
erwarten hatte, falls die in der einverleibten Fraktion enthaltene aktive 
Substanz das Carnosin wire, sondern sogar eine etwas gréBere. 


Die Aktivitat der nach dem ,,reduzierten“ Verfahren gewonnenen 
Carnosin- M ethylguanidinfraktion wurde in drei Versuchen gepriift, von 
welchen zwei (Versuche 6 und 7) unten in Protokollform angefiihrt sind. 
Aus allen diesen Versuchen erhalt man den Eindruck, daB die exeito- 
sekretorische Wirkung dieser Fraktion des Fleischextrakts eine gréBere 
ist, als diejenige der nach dem ,,urspriinglichen“’ Verfahren erhaltenen 
Carnosinfraktion. Aus den angefiihrten Versuchen sieht man deutlich, 
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daB eine Gabe dieser Fraktion, welche nur etwa 150 g frischen Fleisches 
oder nur etwa 7,5 ¢ Liebigs Extrakt entspricht, schon eine recht be. 
deutende Steigerung nicht nur der Pankreassekretion, sondern auch 
der Gallenexkretion verursacht. Die Steigerung der Pankreassekretion 
beginnt ebenso wie bei Anwendung des Sekretins nach einer Latenz. 
periode von | bis 2 Minuten und erreicht ihr Maximum schon wihrend 
der ersten 5 bis 10 Minuten nach der Injektion; dann wird die Sekretion 
allmahlich schwicher und kehrt nach etwa 35 bis 45 Minuten wieder zur 
eventuellen sehr sparlichen Vorversuchsnorm zuriick. In bezug auf die 
Exkretionssteigerung der Galle kann eine scharf abgegrenzte Latenz. 
periode natiirlich kaum angegeben werden; ihr Maximum erreicht 
dieselbe aber wihrend der ersten oder zweiten Viertelstunde nach cer 
Injektion und dauert im ganzen ebenfalls etwa drei Viertelstunden. 


Was die Natur der in diesen Fraktionen enthaltenen  excito. 
sekretorisch wirksamen Hormone anbelangt, so kann iiber dieselbe 
zurzeit nichts Bestimmtes ausgesprochen werden. Da aber gerade in 
diesen Fraktionen das Methylguanidin und in der nach dem ,,reduzierten‘ 
Verfahren gewonnenen Carnosin-Methylguanidinfraktion sogar die 
Hauptmenge desselben enthalten ist, so liegt wohl die Vermutung nahe, 
daB dieses héchst aktive Hormon méglicherweise hier eine ausschlag. 
gebende Rolle spielen kénnte. 


Die Wirkung der Methylguanidinfraktion auf die Absonderung des 


Pankreassaftes und der Galle erinnert, wie aus dem Versuchsprotokoll 12 


zu ersehen ist, ganz und gar an die von uns schon friiher an anderer 
Stelle’) ausfiihrlich beschriebene Wirkung des Methylguanidins selbst 
In dem soeben erwahnten Versuch 12 wurde eine nach dem ,,urspriing- 
lichen’ Verfahren aus 8,3 kg frischen Fleisches gewonnene Methy- 
guanidinfraktion gepriift. Dem Hunde wurde ein Teil dieser Fraktion, 
welcher nur 332 g frischen Fleisches entsprach, injiziert. Der geringen 
Quantitat der einverleibten Fraktion gemaé8 war die Steigerung der 
Pankreassekretion keine besonders groBe, obwohl jedoch eine voll- 
standig deutliche; die Gallenexkretion dagegen erfuhr eine sehr wesent- 
liche Verstéarkung. Wie fiir das Methylguanidin charakteristisch, trat 
auch hier eine bedeutendere Verstirkung der Absonderungen nicht 
gleich nach der Injektion ein, sondern erst allmahlich, um dafiir sich 
aber lingere Zeit, wihrend etwa 2 Stunden, auf gewisser Héhe zu 
erhalten. 

AuBer den soeben besprochenen Fraktionen des Fleischextrakts, 
deren Hauptbestandteile das Carnosin und das Methylguanidin sind, 
wurde von uns, wie schon vorher erwahnt, auch noch das Carnosin 


1) R. Krimberg und S. A. Komarow, diese Zeitschr. 176, 73, 1926. 
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als soleches in fiinf vivisektorischen Versuchen (mit zehn Injektionen) 
geprift. Zur Einverleibung wurde ein sorgfiltig gereinigtes Carnosin- 
praparat (F. 249 bis 250°C unter Zersetzung) als Chlorid gewéhnlich 
in 5proz. Lésung und in Gaben von 0,84 bis 0,06 g (gleich 70 bis 12 mg 
Carnosin pro Kilogramm Kérpergewicht) benutzt. In allen hierzu 
gehérenden Versuchen, nur mit Ausnahme des Versuchs 3, von welchem 


schon oben kurz die Rede war, ergab es sich, daB das Carnosin als solches 
unter den angegebenen Versuchsbedingungen keine merkbare Steigerung 
weder der Pankreassekretion noch der Gallenexkretion zu bewirken 
imstande ist, obwohl das Carnosin in denselben hier angefiihrten Gaben 
pro Kilogramm Kérpergewicht appliziert, nach unseren wiederholten 
Beobachtungen auf die Magen- und Darmdriisen dagegen stets sehr 
deutlich sekretionserregend wirkt. 

Die Carnitinfraktion, sowohl die nach dem ,,urspriinglichen“ als 
auch die nach dem ,,reduzierten“’ Verfahren erhaltene, erwies sich in 
bezug auf die Absonderung des Pankreassaftes als sehr wenig aktiv. 
Nach einer Latenzperiode von 2 bis 12 Minuten trat wohl immer eine 
wenig merkbare Steigerung der Pankreassekretion ein; dieselbe ver- 
blieb aber auf sehr niedrigen Zahlen und dauerte nur etwa 10 bis 
30 Minuten. In einigen Versuchen (z. B. 9 und 10) rief die Carnitin- 
fraktion eine recht bedeutende Steigerung der Gallenexkretion hervor, 
in der Mehrzahl der Versuche wurde dieselbe jedoch vermiBt. Die 
minimale, auf die Pankreasdriise eben noch wirksame Gabe dieser 
Fraktion scheint etwa 400 bis 500 g frischen Fleisches bzw. etwa 20 g 
Liebigsextrakt zu entsprechen. 

Was endlich die Restfraktion anbelangt, so ist dieselbe ohne Zweifel 
inaktiv in bezug auf die Gallenexkretion und méglicherweise schwach 
aktiv in bezug auf die Absonderung des Pankreassaftes, wobei die 
minimale, eben noch wirksame Gabe dieser Fraktion etwa 1 kg frischen 
Fleisches oder 40 bis 50g Liebigsextrakt entsprechen diirfte. 


Es geht aus den oben angefiihrten, wir méchten sagen, ziemlich 
umfangreichen Tierversuchen also hervor, daB bei weitem der grébte 
Teil der im Phosphorwolframniederschlag des Fleischextrakts enthaltenen 
physiologisch aktiven Stoffe, welche auf humoralem Wege eine sichere 
Steigerung sowohl der Sekretion des Pankreassaftes, als auch der 
Gallenexkretion hervorzurufen imstande sind, durch die kombinierte 
Anwendung von Silbernitrat und Bariumhydroxyd abgeschieden wird 
und in die Carnosin-Methylguanidinfraktion tibergeht. Der excito- 
sekretorisch wirkende Stoff ist in diesem Falle aber sicher nicht das 
Carnosin, sondern andere in der genannten Fraktion vorkommende 
Kérper, unter welchen das Methylguanidin woh] die Hauptrolle spielen 
diirfte. Vor allem geht es aber auch aus dieser Arbeit hervor, dab das 
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Muskelsystem als ein wichtiger Ort im Korper angesehen werden mu{ 
an welchem excitosekretorische Hormone u. a. auch fiir die Pankreas. 
driise und die Leber produziert werden. Wir sind also der Uberzeugung 
daB die Hormone des Muskelsystems auch unter physiologischen \ er 
haltnissen an der Arbeit der genannten Driisen als stimulierende Sub 
stanzen teilnehmen. 

Wie bekannt, liefert die nach Bayliss und Starling mit Sailzsiur 
aufgekochte Darmschleimhaut erhebliche Mengen eines Sekretins 
welches sehr stark und sicher auf die Pankreasdriise und zum Teil auch 
auf die Leber excitosekretorisch einwirkt, und dessen auch wir uns in 
allen unseren Versuchen zwecks Kontrolle und gewissermaBen zwecks 
Vergleichung der Wirkungsstarke der von uns einverleibten Fraktionen 
des Fleischextrakts bedient haben. Da wir aber einerseits die in einer 
Sekretinlésung enthaltenen aktiven Stoffe in reinem Zustande nicht 
kennen, und da andererseits die chemische Zusammensetzung der von 
uns angewandten Fraktionen ebenfalls nicht ganz genau bekannt ist 
so kann hier von einem Vergleich im Sinne strenger Gewichtsmengen 
der einverleibten aktiven Substanzen natiirlich nicht die Rede sein 
Es ist aber durchaus méglich, iiber den relativen excitosekretorischen 
Wert des Sekretins und der einzelnen Fraktionen des Fleischextrakts 
fiir den Organismus eine gewisse, wenn auch nur grobe Vorstellung zu 
gewinnen, wenn man auf Grund der in einem Versuch abgesonderten 
Mengen des Pankreassaftes die zu erwartenden Mengen desselben 
berechnet, in der Voraussetzung, daB einverleibt worden ware, einerseits 
aie ganze Menge des in der Darmschleimhaut des Versuchstieres ent 
haltenen Sekretins und, andererseits, die ganze im Muskelsystem «es 
Versuchstieres enthaltene Menge irgend einer im Versuch angewandten 
Fraktion des Fleischextrakts. 

Nehmen wir als Beispiel den unten angefiihrten Versuch 6, in 
welchem einem Hunde von 12 kg Kérpergewicht 10 cem Darmsekreti 
und nachher 10 cem einer Lésung der nach dem ,,reduzierten“ Ver 
fahren aus frischem Fleisch gewonnenen Carnosin-Methylguanidin 
fraktion einverleibt wurden. Zur Darstellung des Sekretins wurde voi 
uns gewéhnlich auBer der Duodenalschleimhaut auch noch diejenig: 
der oberen Halfte des Diinndarms benutzt, und wir schatzen das Gewich' 
der von einem 12 kg schweren Hunde aus den genannten Darmteile! 
erhaltbaren Schleimhaut auf etwa 25g. Die letztere wurde nach den 
bekannten Verfahren von Bayliss und Starling unter Anwendung de 
vierfachen Menge n/10 Salzsiure auf Sekretin verarbeitet, so daB di 
ganze Menge der am Ende erhaltenen Sekretinlésung also etwa 100 ccn 
betragen haben diirfte. Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, reagiert« 
der Hund in unseren Versuchsbedingungen auf Einverleibung voi 
10 cem des Darmsekretins mit Absonderung von 2,9 cem Pankreassaft 
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folulich hatte man nach Einverleibung der ganzen Sekretinmenge 
ylso eine Absonderung von 29 ccm Pankreassaft zu erwarten. Anderer- 
sits kann das Gewicht der Muskeln eines 12 kg schweren Hundes 
wf etwa 4kg geschitzt werden. Wie aus der Tabelle ebenfalls zu 
ersehen ist, reagierte der Hund auf Einverleibung von 10 ccm einer 
Losung der Carnosin-Methylguanidinfraktion des Fleischextrakts mit 
\bsonderung von 0,45 ccm Pankreassaft; da aber die eingefiihrte Gabe 
dieser Fraktion, wie in der Tabelle angegeben, nur etwa 149 g frischen 
Muskelgewebes entsprach, so hatte man nach Einverleibung der ganzen 
Menge der im Muskelsystem des Versuchshundes enthaltenen Carnosin- 
Methylguanidinfraktion die Absonderung von etwa 12,1 cem Pankreas- 
saft erwarten miissen. Folglich ist der excitosekretorische Wert der in 
den Muskeln enthaltenen Carnosin-Methylguanidinfraktion schon allein 
nur etwa 29: 12,1 = 2,4mal kleiner als derselbe Wert des in der Darm- 
schleimhaut enthaltenen pankreatischen Sekretins. 


Versuchsprotokolle. 


Abkiirzungen in den Tabellen: Inj. = Injektion; M. frische Muskeln ; 
Le = Liebigsextrakt; N Stickstoff; Cns = Carnosin; CnsF. nach 
dem ,,urspriinglichen*‘ Verfahren dargestellte Carnosinfraktion; CnsF.r. 

nach dem ,,reduzierten®“ Verfahren dargestellte .Carnosin-Methyl- 
guanidinfraktion; CntF.r. = nach dem _ 4,,reduzierten*’ Verfahren dar- 
gestellte Carnitinfraktion; MgF. = nach dem ,,urspriinglichen* Verfahren 
dargestellte Methylguanidinfraktion; RF.r. = nach dem_ ,,reduzierten“ 
Verfahren dargestellte Restfraktion. PurF.r. = nach dem ,,reduzierten* 
Verfahren dargestellte Purinfraktion. 


Versuch 3. 
Hund, 9kg, o«. Um 84, Uhr morgens 0,09 g Morphin. hydrochl. subkutan. 
Operation von 10 bis 1044 Uhr. 





Zeit Pankreassekretion Zeit Pankreassekretion 
com ccm 
1143’ Inj. 12 ccm Sekretin 1228’ 0,08 
11 45 al 12 33 0.02 
11 5) 1,50 12 38 0 
11 55 1.00 12 43 0 
12 00 0,40 12 45 | Inj. 5eem CasF.r. = 70g M; 
12 05 0,25 ¥ \ 51mg N: 180 mg Cnhs. 
12 10 0,09 12 46'/, al 
12 15 0,06 12 52 0,06 
12 20 0,03 12 57 0.04 
12 21 Inj. 0,4 g Carnosin 1 02 0,01 
(Sproz. Losung) 1 07 0,005 
12 23 al 1 22 0 
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Versuch 6. 
Hund, 12 kg, 9. Um 81!, Uhr morgens 0,12 g Morphin. hydrochl. subkutan, 


Operation von 11 bis 12 Uhr. 
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Versuch 7. 


8kg, 9. Um 8 Uhr morgens 0,1 


x 


Operation von 9% bis 
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Versuch 9. 


H od, 4 kg, wv. 


Um 81, Uhr morgens 0,06 g Morphin. hydroch!. subkutan. 


Operation von 10%, bis 11% Uhr morgens. 
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ccm ccm 


Inj. 10cem Sekretin 
a 4 
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0,005 O85 
| Inj. 10cem CatF.r.= 475 ¢ M; 
| 243 me N 
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Versuch 10. 


Hund, 9', kg, 9. 


Um 81, Uhr morgens 0,08 g Morphin. hydrochl. subkutan. 


Operation von 101 bis 11% Uhr. 
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Versuch 12. 


Hund, 4 kg, o. Um 8', Uhr morgens 0,08 g Morphin. hydrochl. subkuta 
Operation von 10 bis 101% Uhr. 
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‘ber die Zerstérung einiger Aminosduren durch Belichtung. 


Von 
Fritz Lieben. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Physiologischen 
Universitatsinstitut in Wien.) 


(Eingegangen am 21. Marz 1927.) 


Vor kurzem hat Harris!) in einer interessanten Verdéffentlichung 
gezeigt, daB bei Bestrahlung von Proteinen mit der Quecksilberlampe 
von sémtlichen Aminosiuren nur Tyrosin und Tryptophan Sauerstoff 
aufnehmen. Es wurden reine Proteine sowie eine groBe Anzahl von 
Aminosauren bestrahlt und die Erhéhung des Effekts durch Hamoto- 
porphyrin und Chlorophyll, deren photodynamische Wirksamkeit 
zuerst Hausmann*) beschrieben hat, festgestellt. Da solche Licht- 
oxydationen nur mit einer Zerstérung der beiden genannten Stoffe 
einhergehen kénnen, erschien es von Interesse, den Umfang dieser 
Zerstérung je nach Art, Intensitét und Dauer der Belichtung, sowie 
den Effekt von Sensibilisatoren und sonstigen Zusitzen an Hand der 
im hiesigen Institut ausgearbeiteten Methoden der quantitativen 
Tyrosin- und Tryptophanbestimmungen*) kennenzulernen. Auch 
Histidin, Dioxyphenylalanin und Adrenalin wurden in den Kreis der 
Untersuchung gezogen. 

In seinen grundlegenden Arbeiten iiber photochemische Verande- 
rungen von biochemisch wichtigen Stoffen hatte Newberg) als Effekt 
der Belichtung von a-Aminosiuren (im Sonnenlicht und diffusen 
Tageslicht bei Anwesenheit von mineralischen Katalysatoren) die 


1) D. Th. Harris, Biochem. Journ. 20, 288, 1926; dort weitere Literatur ; 
auf die starke Absorption von ultravioletten Strahlen durch Tyrosin und 
Tryptophan haben schon Schmidt und Norman (Journ. Infants Disease 
27, 40, 1920) aufmerksam gemacht. 

2) W. Hausmann, diese Zeitschr. 12, 331, 1908; 30, 276, 1910; dort 
weitere Literatur. 

3) O. Firth und A. Fischer, ebendaselbst 154, 1, 1924; O. Fiirth und 
Z. Dische, ebendaselbst 146, 275, 1924. 

4) C. Neuberg und Mitarbeiter; ebendaselbst 18, 305, 1908; 17, 270, 
1909; 27, 271, 1910; 29, 279, 1910; 39, 158, 1912; 44, 495, 1912; 61, 315, 
1914; 67, 59 und 63, 1914 usw.; vgl. ferner H.v. Euler und Mitarbeiter, 
H. 71, 311; diese Zeitschr. 39, 410, 1912; 51, 97, 1913. 
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Abspaltung von NH, und die Bildung des um 1C armeren Aldehyds 
konstatiert; mehrfach wird die Analogie der oxydativen Lichtwirkung 
mit der des Wasserstoffsuperoxyds hervorgehoben; beim Tyrosin wnd 
Tryptophan wird speziell auf die Pigmentbildung aufmerksam gemacht 
Auch erwihnt Newberg, daB die Finsen- und Quarzlampe analoge 
Umwandlungen bewirken. 

In derselben Richtung wie die Untersuchungen von Neuberg und 
Harris bewegt sich die wihrend der Ausfiihrungen der folgenden Versuche 
erschienene Arbeit von Ga/ffron'), in der speziell der EinfluB von Sens: 
bilisatoren auf die O,-Absorption der Proteine, des Tyrosins, Phenols usw 
beobachtet wurde. In Ubereinstimmung mit den folgenden Versuchen wiri 
die starke Beschleunigung der Lichtoxydation des Tyrosins durch Alkal) 
hervorgehoben. 


I. Bestrahlung von Tyrosin und Tryptophan mit der Quarzlampe. 


Die folgenden Versache wurden mit einer Quarzquecksilberlampe 
von Herdus (Gleichstrom 220 Volt), deren Brenner noch nicht stark 
abgenutzt worden war, ausgefiihrt. Die Spannung derselben ist den 
Schwankungen des staédtischen Stromnetzes unterworfen, so daB imme: 
nur Proben desselben Versuchs untereinander unmittelbar vergleich- 
bar sind. 

Auch darf die Lichtoxydation des Tyrosins nicht direkt mit der 


des Tryptophans verglichen werden, da vom ersteren Stoff stets je 
5eem, von letzterem 2 bis 4ccm Lésung verwendet wurden. Die 
Millonreaktion wird nimlich am besten’ mit 5cecm, die Voisenet. 
reaktion mit 2ccem angesetzt, und es erwies sich am sichersten, um 
Fehler (durch Verdunsten) zu vermeiden, stets die ganze bestrahlte 
Probe zur Anstellung der kolorimetrischen Reaktion zu verwenden. 
andrerseits aber spielt natiirlich die Schichtdicke, wie aus den Versuchen 
zu entnehmen, fiir die Lichtwirkung eine bedeutende Rolle. 

Wenn nicht ausdriicklich anders bemerkt, wurde Tyrosin (Merck) 
in 0,1°%, Lésung in n/50 NaOH, reinstes Tryptophan (P/anstiehl) in 
0,1°%, Lésung in 1° NaF-Lésung verwendet. Die benutzte Himato- 
porphyrinlésung enthielt 0,1°, Hamatoporphyrinchlorhydrat in einer 
1°, NaCl-Lésung, von der je 100 ccm auBerdem 3cem n/10 NaOH 
enthielten. Die Lésung von Rose Bengale enthielt 0,1°% Farbstoff 
(R. B.) in Wasser. Um den Effekt der Erhitzung durch die Bestrahlung 
méglichst herabzusetzen, wurden die Schilchen (s. Tabelle) in einer 
gréBeren flachen Schale mit Wasser gekiihlt. Ein bei einer vertikalen 
Entfernung von 35 cm unter die Lampe gelegter Schwarzkugelvakuum 
thermometer zeigte 41 bis 42° C?). 


') H. Gaffron, diese Zeitschr. 179, 157, 1926. 
*) Die Fliissigkeit in den niederen, wassergekiihlten Schalchen diirfte 
diese Temperatur nicht ganz erreicht haben. 
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Da es sehr wichtig war, den Einjluf der Temperatur auf die Tyrosin- 
baw. Tryptophanzerstérung kennenzulernen, wurde eine Reihe von 
Versuchen auf dem siedenden Wasserbad (bei etwa 60°) und im Brut- 
schrank bei 39 bis 43° (also gerade der bei der Quarzlampe in Betracht 
kommenden Temperatur) angestellt. Bei den letzteren Versuchen im 
offenen Schialchen ergab sich: 





Dauer der 
Erwarmung Prozentgehalt nach Erwarmung 
Std. 
a) 5eem 0,1 %/ Tyrosin wea 1 0,094 0,095 
b5 , O,1% * Po a hk 2 0,091 (bedecktes Schalchen: 
0,100) 
c)5 , 01% " a5 3 0,084 
d)2 , 0,1% Tryptophan 1 0,100 
e)} 2 “ 0,1 % ” 2 0,099 
f)2 0,1 %/o - 3 0,097 


Auch im Wasserbad ist, bei natiirlich gesteigertem Temperatur- 
effekt, Tryptophan weniger empfindlich als Tyrosin. 

Vergleicht man diese Zahlen mit den Daten der folgenden Tabelle I, 
so kann festgestellt werden, da®B bei der in Betracht kommenden 
Versuchsanordnung beim Tryptophan ein von der Lichtwirkung un- 
abhangiger EinfluB der Temperatur bzw. des Eindampfens [im f) war 
die Probe bis auf wenige Tropfen eingedunstet] sich in keinem Falle 
geltend machen kann; peim Tyros{n kann in einigen Versuchen ein sehr 
geringer Temperatureffekt auch unabhangig vom Lichteffekt bestehen, 
so daB es vorzuziehen ist, lieber etwas langer bei gréBerer Lampen- 
distanz als kurz bei groBer Lampennihe zu bestrahlen, doch kann dieser 
Effekt nichts an den im folgenden aus der Tabelle I gezogenen Schliissen 
betreffs der Lichtwirkung andern!). 

Weitere Versuche mit der Quarzlampe werden zugleich mit den 
Versuchen im diffusen Licht besprochen werden. 


Besprechung der 7 .belle I. 


Wir sehen zunachst, daB. erst bei einer Entfernung von etwa 40 cm 
zwischen der Lampe und den zu bestrahlenden Proben eine Zerstérung 
der beiden Aminoséuren wahrzunehmen ist, was sich auBerlich durch 
eine starkere oder schwachere braunliche Verfarbung kundgibt. Dabei 


1) Selbstverstandlich iibt die Warme auch auf Lichtreaktion eine 
beschleunigende Wirkung aus. Versuche, in denen eisgekiihlte Proben im 
Quarzlicht mit solchen ohne Kiihlung verglichen wurden, ergaben minimale 
(kaum auBerhalb der Versuchsfehler liegende) Differenzen bzw. héhere 
Werte bei den gekiihlten Proben. 
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erwies sich die Versuchsanordnung mit offenen, zylindrischen Schiilchen 
die senkrecht unter der Lampe stehen, am geeignetsten [Versuch 7 
zeigt den Unterschied im Effekt bei Verwendung von Schalchen (mit 
Quarzplatte) und Quarzeprouvette ; der Wert in a) diirfte durch Warme. 
wirkung (s. oben) etwas herabgedriickt sein]. Bedeutend wird der Effekt 
erhéht bei Zusatz eines Sensibilisators, wobei Hp. oder R. B. ungefahy 
gleich wirksam sind; auch die Verfarbung wird bei Sensibilisatorzusatz 
ausgeprigter. Es sei erwihnt, daB gleichzeitig mit Tyrosin usw. be 
strahlte Proben von Alanin und Phenylalanin (in n/50 NaOH) keinerlei 
Verfairbung zeigen, auch wenn Hp. zugesetzt wird. Die Verfiirbung 
kann nun bei der Kolorimetrie Schwierigkeiten verursachen; besonders 
die Tyrosinprobe nach Millon ist davon oft braunstichig, so daB leicht 
zu hohe Werte abgelesen werden; haufig scheidet sich wieder (namentlic) 
bei bestrahlten Proben mit R. B.-Zusatz) ein braunlicher Niederschlag 
ab, der vor dem Kolorimetrieren abfiltriert werden mu8; man findet 
in diesem Falle Minimalwerte. Es kénnen so Fehler von 10 bis 20 
entstehen, was woh] den absoluten Wert der im vorhergehenden uni 
folgenden angegebenen Zahlen beeintrachtigt, nicht aber. oder nur in 
sehr viel geringerem MaBe, den wichtigeren V ergleichswert der bestrahlten 
Proben desselben Versuchs untereinander. Man darf nur bei demselben 
Versuch, wenn eine Triibung auftritt, natiirlich nie die Millonansiitze 
eines Teiles der bestrahlten Proben nach Filtration, den anderen Tei! 
aber ohne Filtration kolorimetrieren. Auch bei dem Voisenetansatz 
fiir Tryptophan kénnen Verfarbungen stéren bzw. kann die Stabilitat 
der Farbe durch die schon infolge der Bestrahlung eingeleitete Melanoidin 
bildung leiden; man darf also mit dem Kolorimetrieren nicht zu lang: 
warten. 

Minimal ist der Fehler, der durch den Senstbilisator in der Farbung 
des Ansatzes entsteht; man kann auch zum Vergleichsstandard «i 
gleiche Menge Sensibilisator zusetzen, doch wird, wenigstens beim 
Tryptophan, das Kolorimetrieren dadurch nicht erleichtert. Nicht 
angefiihrte Orientierungsversuche ergaben, wie zu erwarten, daB grober 
Schichtdicke den Effekt der Lichtzerstérung durch die Quarzlamp: 
hemmt (s. auch Nr. 5d) und daB eine Erhéhung der T'yrosinkonzen 
tration die Lichtwirkung bedeutend beeintrachtigt. Andererseits sich 
man aus Nr. 11, da®B Zusatz von Kochsalz die Wirkung des Lichte 
nicht beeinfluBt, wihrend der Dunkelversuch f) eine kleine Herab- 
setzung der Millonfarbe durch NaCl erkennen 1éBt. Der Kontroll- 
versuch Nr. 6 ergibt die wichtige, immer wieder bestatigte Tatsache 
daB Proben mit Sensibilisator im Dunkeln nur innerhalb der Fehler 
grenzen vom Standard abweichende Werte ergeben. Versuch Nr. 5 zeigt 
daB ein gréBerer Zusatz an Sensibilisator den Effekt der Bestrah|ung 
nicht erhéht (was auch durch einen Versuch mit R. B. bestatigt wurc: 
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Von Interesse ist die Wirkung des Wasserstoffsuperoxyds (in etwa 
. ° Py r ° “= 
zehnfach &quivalentem Uberschu8 zum Tyrosin). Wiahrend es schon 


m Dunkeln Tyrosin (langsamer) und Tryptophan (schneller) zerstért, 
addiert sich im Licht seine Wirkung au der der Bestrahlung bzw. des 
Sensibilisators. Ferner aber zeigt sich hier und in weiteren Versuchen, 
daB beim Tyrosin (Versuch Nr. 8) es in den Proben mit H,O, nicht 
sur Melaninbildung kommt, wahrend beim Tryptophan (Versuch Nr. 9), 
welches durch H, QO, rasch zerstért wird, dieser Hemmungseffekt kaum 
wahrzunehmen ist (oft erscheint die Melaninbildung eher verstarkt); 
dies kann an Verschiedenheiten in den chemischen Eigenschaften der 
beiden Pigmente liegen (s. analoge Versuche im diffusen Licht). 
Versuch Nr. 10 zeigt (in Ubereinstimmung mit den Versuchen im 
diffusen Licht, Naheres s. dort) die starke Wirkung von Formaldehyd 
wf die Tryptophanzerstérung, die sich zur Lichtwirkung addiert, ohne 
selbst vom Lichte abzuhaingen. 

Natriumnitrit (in etwa zehnfachem UberschuB verwendet, Nr. 12) 
zerstért im Dunkeln nur wenig (s. Nr. 12e), unterstiitzt aber die Licht- 
oxydation des Tyrosins; die Verfarbung ist bei den belichteten Proben 
mit NaNO, starker als in denen ohne Zusatz. 

Weitere Versuche mit Tyrosin und Tryptophan unter Verwendung 
von Chlorophylldthylid (3 Tropfen 0,1°, Lésung in CH,OH) als Sensi- 
bilisator wurden nicht in die Tabelle aufgenommen, da der Sensibilisator 
mumeist schon wahrend der Bestrahlung ausfiel und auBerdem auch im 
Dunkelversuch die Farbreaktion haufig abgeschwiaicht befunden wurde, 
obwohl Zusatz von Chlorophyllithylid die Millon- bzw. Voisenetreaktion 
an und fiir sich nicht .stért. Auch ist Chlorophyllithylid im Quarzlicht 
nicht bestandig'). 


Il. Tyrosin und Tryptophan im diffusen Tageslicht. 

Orientierungsversuche, mit dem Zwecke, die Wirksamkeit der 
Strahlen verschiedener Wellenlange im Lichte der Quecksilberdampf- 
lampe zu sondern, fiihrten dazu, als fiir die Lichtoxydation maBgebend, 
keineswegs ausschlieBlich oder auch nur vorwiegend den ultravioletten 
\nteil des Lichtes anzusehen. Es muBte also auch im dif/fusen Tageslicht 
Lichtoxydation vor sich gehen, wie ja schon Neuberg (1. c.) mit Zusatz 
von mineralischen Sensibilisatoren usw. gezeigt hatte. 


Besprechung der Tabelle II. 


Die angefiihrten Versuche wurden in den Monaten November, 
Dezember 1926 und Januar 1927 unter Ausniitzung heller Tagesstunden 
bei méglichst giinstigem Wetter angestellt. Die Proben standen in den 
schon erwaihnten zylindrischen GefiBen von 5cem Durchmesser, mit 


1) Vgl. Gaffron, 1. ¢.; B. 60, 755, 1927. 
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Uhrglasern bedeckt, unter einem Schutzdach aus Glas im Freiep 
doch niemals im direkten Sonnenlicht. Als ,,Dauer der Exposition 
wurde nur die Zeit gerechnet, in der die Probe tatsichlich im Freie, 
im diffusen Licht stand. 

Es zeigte sich zuniichst, daB Tyrosin- und Tryptophanlésunge 


ohne Sensibilisator gar nicht angegriffen werden, daB jedoch bei Zusat, 


von Hp. oder R. B. schon nach kurzer Zeit eine Verfirbung eintrit: 
der eine mehr oder minder starke Abnahme des Tyrosin- bzw. Trypt 
phangehalts entspricht. Die Geschwindigkeit dieser Abnahme hang 
natiirlich von der Dauer der Exposition und der Intensitat des diffuse 
Lichtes ab, ferner, Adrenalin noch ausfiihrlicher erérter: 
werden soll, von der Alkaleszenz der Lésung, wihrend die Schichtdick 
hier eine viel geringere Rolle spielt als bei der Quarzlampenbestrah lung 

Auf dieser Férderung der Lichtzerstérung im alkalischen Mediw 
beruht wohl die Beobachtung, daB bei Proben ohne weiteren Zusat, 
(auBer dem Sensibilisator) Tyrosin (in n/30 NaOH) gewoéhnilich starke: 
abnimmt als Tryptophan (in 1°, NaF), obwohl letzteres in diinnerer 
Schicht verwendet wurde. 

Die Kontrollproben mit Sensibilisator im Dunkeln zeigen samtlic! 
nur geringfiigige Abweichungen vom urspriinglichen Prozentgehalt 

H,O, zeigt auch hier seine durch Oxydation zerstérende Wirkung 
die vom Lichte unabhingig ist, die Wirkung des Lichtes aber unter 


wie beim 


stiitat. 
Tryptophan, wo die Zerstérung schon im Dunkeln eine vollige ist 


kann dieser Effekt nicht festgestellt werden (s. unten). In den Versuchen 
Nr. 7 und 8 wurden drei Proben durch eine bestimmte Zeit zugleich 


exponiert und eine bestimmte, fiir das Auge ziemlich gleichmibiy 
Verfarbung erzielt; dann wurde die erste Probe ins Dunkle gebracht 
und gleichzeitig zu der zweiten Probe (b) 1 Tropfen H,O, zugesetzt 


und diese, mit der dritten unverindert gelassen (a), noch eine weitere 


Zeit dem Licht ausgesetzt. Die Verfarbung zeigte am Ende des Versuc)s 
beim Tyrosin die Abstufung: 3>1> 2. Da in dem Moment de 
H, 0,-Zusatzes alle Proben ziemlich gleichmaB'g verfarbt waren, ergil' 
sich, daB die Verfairbung von 2 gegeniiber der unverindert 
bliebenen (1) abgenommen hatte, d. h. daB das H,O, nicht nur die Lv. 
stehung der Pigmente im Licht verhindert, sondern auch schon ent 
standene wieder beseitigen kann. 

Es erschien wiinschenswert, fiir das Auftreten und Verschwinde! 
der Tyrosinmelanine') zahlenmaBige Anhaltspunkte zu gewinnen; 2! 


1) Vgl. O. v. Fiirth und E. Jerusalem, Hofmeisters Beitr. 10, 131, 10%, 


wo die Wirkung von Alkaleszenz, H,O,-Zusatz, metallischen lata 


lysatoren usw. auf die Melaninbildung durch tierische und  pflanzlic! 
T yrosinasen mit dem Spektrophotometer untersucht wurde. 


Beim Tyrosin bleibt die Pigmentbildung fast véllig aus, beim 
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liesem Zwecke wurden die belichteten Tyrosinproben im Spektro- 
yhotometer von Hiifner verglichen, nachdem die Stérung durch den 
sensibilisator, der sich durch die gewéhnlichen Lésungsmittel nicht 
wsschiitteln 14Bt, durch einige Tropfen n/10 H,SO, (bis zur schwach 
sauren Reaktion gegen Lackmus) beseitigt worden war. 

a) Es wurden drei Proben zu 5cem 0,1°, Tyrosin mit je 3 Tropfen 
Rose Bengale bei gutem Lichte exponiert. Probe 1 stand 12 Stunden in 
mtem Liehte. Probe 2 wurde nach 414 Stunden ins Dunkle gestellt, zur 
Probe 3 nach 41% Stunden 1 Tropfen 30°, H,O, (Merck) zugesetzt. Die 
Spektrophotometrie im griinen Spektralbezirk gab: 

fiir Probe 1: 56,2° Extinktionskoeffizient . . . 0,509 
- - 2: 51,8° *9 ~ s « Gane 
~~ - 3: 28,3° - ~ —s ae 

Von den nach 41% Stunden optisch vollkommen gleich gefirbten Proben 
atte sich Probe 1 noch ein wenig tiefer verfarbt, Probe 3 dagegen stark 
wufgehellt. 


b) 
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> . : O4 fn vA 3 und 4 wurden nach 
10 * ” 16 |) “—- Soon tunkol. 34,5 | 0,168 8 Stunden ins Dunkle 


10 - 8 } Hy Os 0.037 35.3 0,176 gebracht 
10 8 0,043 49,7 0,378 


Tyrosin 


Man sieht, in Ubereinstimmung mit a), daB die Melaninbildung 
bei guter Beleuchtung relativ bald erfolgt, im spiteren Verlauf der 
Exposition nur wenig zunimmt, dagegen durch H,O, im Licht sowie 
m Dunkel stark zuriickgeht; im Licht vielleicht etwas rascher. 

Beim Tryptophan ist die Probe b) in Nr. 8 starker verfirbt als a), 
die Abstufung b > a > c, doch war dieser Effekt nicht immer deutlich 
wahrzunehmen und lieB sich auch im Spektrophotometer nicht fest- 
stellen, da der Farbstoff (R. B.) wegen der Pufferwirkung des NaF 
nicht leicht zu beseitigen war. 

Ein analoger Versuch wie Nr. 7 mit der Quarzlampe bestatigte die 
eben erwihnten Befunde. 

Nach dem oxydierend wirkenden H, O, kam ferner als reduzierender 
Stoff Formaldehyd zur Anwendung. Beim Tyrosin war, wie Versuch 
Nr. 10 und ein (nicht angefiihrter) Quarzlampenversuch zeigt, keinerlei 
deutliche Wirkung weder im Dunkeln noch im Licht zu erzielen, dagegen 
reagiert Tryptophan (Nr. 9) im Licht und Dunkel mit HCOH. so dab 
der Lichteffekt deutlich erhéht erscheint. Ob diese Wirkung auf einer 
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Reduktion oder, was wahrscheinlicher ist, auf einer Einleitung der 
Melanoidinbildung in der Art der Reaktion von Voisenet') beruht 
kann zur Zeit nicht sicher entschieden werden. Auch Versuch Nr. 4 
wurde durch einen analogen Quarzlampenversuch bestatigt (s. Tabelle | 
Nr. 10). 

Versuch Nr. 11 zeigt, analog zu Nr. 12 in Tabelle I, daB Zusatz 
von NaCl bis zu 1°% die Lichtwirkung auf Tyrosin nicht beeinflut: 
Eine Erhéhung der NaCl-Konzentration auf 2°) stért bereits di, 
Versuchsergebnisse durch Niederschlagsbildung mit dem Millonschen 
Reagens. 

Aus Nr. 12 erkennt man schlieBlich den groBen Unterschied zwischen 
der Wirkung von R.B. und Chlorophyllathylid in diffusem Licht 
sowohl beim Tyrosin wie beim Tryptophan ist zwischen den Licht 
und Dunkelproben mit Chlorophyllathylid kein erheblicher Unterschied 
wahrend in den beiden Proben mit R. B. die Aminosauren fast vol! 
standig verschwunden sind. Die Abnahme, die haufig auch in den 
Dunkelproben mit Chlorophylléthylid auftritt, diirfte an einer Beein 
flussung der Farbreaktionen liegen. Auch im diffusen Licht wird der 
Sensibilisator allmahlich zerstért (s. oben). 


Ill. Belichtung von Dioxyphenylalanin und Adrenalin. 


a) Bestimmungsmethode. 

Vor dem Eingehen auf die Belichtungsversuche sei kurz tiber ein 
neue Ausfiihrungsart der kolorimetrischen Bestimmung dieser Stoffe 
berichtet?). 

Es wurden Lésungen von 0,1°, Dioxyphenylalanin (Merck) in 
n/100 HCI ‘und Suprarenin-Chlorhydrat synthet. 1: 1000 in sterile: 
0,9°% NaCl (Héchster Farbwerke) verwendet. Die Reaktion erfolyt 
in alkalischer Lésung, und zwar wird auBer FeCl], nur eine 10 °,, Natrium 
carbonat- oder -acetatlésung ohne weiteren Zusatz benutzt. Die Farbe 
ist bei beiden Stoffen mit Na,CO, schén rot, mit einem leichten Stich 
ins Violette, mit Acetat prachtig blauviolett (ganz ahnlich der Voisenet- 
reaktion auf Tryptophan). Die Farben sind klar und durch mindestens 
2 Stunden unverandert haltbar. 

Die Reaktion wird am besten in folgender Weise ausgefiihrt: zu den 
etwa 1 bis 4cem der Dioxyphenylalanin bzw. Adrenalinlésung wird 10 
Natriumearbonat oder -acetat in graduierter Eprouvette zugefiigt und aut 
15 cem aufgefiillt; man setzt dann 1°, FeCl, (wenn wenig Adrenalin usw 
zu erwarten, ist eine noch verdiinntere Lésung zu empfehlen) tropfenweise 


aus der Pipette zu. Nach jedem Tropfen mischt man durch Umgieben 
eine andere Eprouvette und setzt dies fort, bis der zuletzt zugefiigte Tropte 


1) Vgl. O. v. Fiirth und F. Lieben, diese Zeitschr. 116, 224, 1921. 
*) Siehe O. v. Fiirth, H. 29, 115, 1900. 
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bein Einfallen in die Fliissigkeit keine dunkleren Farbschlieren mehr erzeugt, 
lann fillt man mit der Carbonat- bzw. Acetatlésung auf 20 cem auf und 
kann nach wenigen Minuten kolorimetrieren. 

Es wurden z. B. 1, 2, 3 und 4 cem obiger Adrenalinlésung mit Wasser 
suf je 4cem aufgefiillt. Die Kolorimetrie mit Natriumacetat ergab bei 
Einstellung der jeweils stirkeren Lésung auf zehn folgende Zahlen als 
Mittelwerte von je sechs Ablesungen: 


1:2 19,2 statt 20,0 —-4°, Fehler 
20,4 + 2° ‘ 
2:3 163 ,, 15,0 + 8% ” 
15,0 0°, on 
2:4 2313 , 20,0 6.5% » 
1:3 30,0 ,, 30,0 0% 9° 


Man kann auch Adrenalinlésungen 1: 10000 bei Verwendung von sehr 
verdiinntem FeCl, und Auffiillen auf nur 10 ccm (statt 20) gut kolorimetrieren. 
Der analoge Vorgang beim Dioxyphenylalanin ergab: 


1:2 20,9 statt 20,0 + 4,5°%, Fehler 
2:3 14,3 , 1540 —4,7% 9 
3:4 13,8 , 13,3 + 3,8% ” 
1:3 29,6 ., 30,0 1,3% 9 


b) Belichtungsversuche. 


Die ersten Versuche mit den oben erwahnten Lésungen von 
\drenalin und Dioxyphenylalanin') ergaben nun sowohl bei Bestrahlung 
mit der Quarzlampe (40cm Distanz, 1 Stunde Dauer) als bei der 
Exposition im hellen, diffusen Tageslicht tiberraschenderweise keinerlei 
Effekt. Es trat mit und ohne R. B.-Zusatz keine Abschwachung der 
Farbreaktion ein. Dies fiihrte nun auf dic Vermutung, daB die saure 
Reaktion der obigen Lésungen die Lichtzerstérung verhindere oder 
wenigstens sehr stark verzégere, und es wurden zum Vergleich je 5 cem 
einer Tyrosinlésung in n/50 HCl und in n 50 NaOH, beide mit R. B., 
durch etwa 9 Stunden dem Tageslicht ausgesetzt: dabei blieb die 
Millonreaktion der sauren Lésung unverandert (dasselbe ist auch der 
Fall bei Zusatz von H,O,), wihrend die der alkalischen auf etwa den 
halben Wert absank. Die Lésungen miissen also alkalisch sein. um im 
Licht innerhalb der Versuchszeiten verindert zu werden®). 

An dieser Bedingung aber scheiterten die Versuche mit dem Diozry- 
phenylalanin. Sowie naimlich die Reaktion die Lackmusneutralitat nach der 
alkalischen Seite iiberschreitet, farbt sich die Dioxyphenylalaninlésung 
sofort unter Melaninbildung, und die eventuell spaéter nach obiger Vorschrift 
angestellte Reaktion gibt sogleich eine Abscheidung schwarzlicher Flocken. 


1) Harris (1. ¢.) hat das Sauerstoffabsorptionsvermégen dieses Stoffes 
im Quarzlicht festgestellt. 
2) Vel. Gaffron, |. e. 
Biochemische Zeitschrift Band 154 30 
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Es blieb also nur die Méglichkeit, bei lackmusneutraler Reaktion zu belicht. 
aber hierbei konnte weder mit der Quarzlampe noch im diffusen Tagesli: 
ein Effekt erzielt werden. Die angesetzte Farbreaktion erwies sich als w: 
haltbar (im Gegensatz zu nicht neutralisierten Proben) und die glejc} 
einsetzende, allméhliche kolloidale Melaninbildung tauscht meist 


, 


if 


stirkere Reaktion als die des Standards vor (auch bei den neutralisiert en 


Kontrollproben im Dunkeln). Bei H,O,-Zusatz sind die angesetzten F; 
proben, gleichgiiltig, ob im Lichte oder Dunkeln, nicht einmal minuten!a 
haltbar, sondern es setzt sofort Flockenbildung ein. 


Beim Adrenalin lieBen sich die Versuche in schwach alkalisceh:y 
Medium durchfiihren. Es erwies sich als am besten, zu 3 cem Adrenali) 


lésung 7 Tropfen n 10 NaOH zuzusetzen, wobei die Reaktion geven 
Lackmus schon deutlich alkalisch wird; diese Lésung verandert sic} 
im Dunkeln nicht. Bei Belichtung erhalt man ziemlich haltbare, ab 
geschwiachte Farben, und zwar sind die mit Natriumacetat angestellten 
Proben gegen den Vergleichsstandard meist etwas rétlich verfarbt, wa. 
die Kolorimetrie erschwert, so daB es sich empfiehlt, bei der Kolorimetri: 
von belichteten Proben die Reaktion mit Na,CO, anzustellen'). 


Ein Orientierungsversuch im diffusen Licht fiir 3 cem sehwach alka 
schen 0,1°, Adrenalins ergab eine Abnahme auf 0,066°,, wahrend eine 
Kontrollprobe im Kasten auf 0,103°, verblieb; eine analog mit n/10 NaOQu 
schwach lackmusalkalisch gemachte Probe von 5 cem Tyrosin (in n/50 HC! 
gab nur die minimale Abnahme auf 0,093°,. Versuche zur Ermittlung 
des Wiarmeeinflusses im Brutschrank bei etwa 40° fiir je 3cem 0,] 
Adrenalin (mit 7 Tropfen n/10 NaOH schwach alkalisch gemacht) i: 
offenen Schalchen bei einer Versuchsdauer von | Stunde 0,100, 2 Stunde 
0,096, 2 Stunden 40 Minuten 0,086°, Adrenalin; es gelten hier also die 
oben beim Tyrosin gemachten Feststellungen. 


Wir sehen, speziell bei den Versuchen mit der Quarzlampe, daB bei 
gleicher, schwach alkalischer Reaktion Adrenalin etwas starker an. 
gegriffen wird als Tyrosin, wie ja von einem Brenzcatechinderivat 
gegeniiber einem Phenolderivat zu erwarten; bei Lackmusneutralitat 
(Nr. 3) ist die Wirkung ceteris paribus natiirlich geringer. H,O,-Zusatz 
laBt die Acetat- oder Carbonatreaktion im Licht und Dunkel gleich 
nach Gelb verblassen; die Melanine werden, wie beim Tyrosin, durch 
H,O, entfernt. 


Die in Nr.8 angegebenen Verfairbungsabstufungen zeigen, dal 
von den nach 7 Stunden optisch gleich gefarbten Proben die weite! 
belichtete Probe a) sich gegen die nach dieser Zeit ins Dunkle gebracht« 
Probe d) weiter verfarbt hat. waihrend b) und c) sich aufhellen, und zwat 


1) Zwei gleich lange belichtete Proben von Adrenalin ergaben iibrigens 
die gleichen Abnahmen, wenn die eine mit Acetat, die andere mit Carbonat 
kolorimetriert wurde, doch war die Kolorimetrie im zweiten Falle leichter 
auszufiihren. 


Adrenalin. 
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ffenbar rascher als c); es werden also die schon gebildeten Melanine 
weggeschafft. Die Messung mit dem Spektrophotometer (Nr. 9) (nach 
Zusatz einiger Tropfen n/10 H,SO, wegen der stérenden Farbe des 


sensibilisators) zeigt im griinen Spektralbezirk, wie beim Tvyrosin 
s. oben) geringe Zunahme der Melaninbildung im spiteren Verlauf 
er Exposition, starken Riickgang derselben durch H,O, sowohl im 


Licht als im Dunkel. 


J 


NaNO, (Nr. 5) vernichtet nur bei Belichtung (nicht im Dunkeln) 
e Farbreaktion, verstarkt die Melaninbildung. Es ergibt sich also wie 
eim Tyrosin (s. Tabelle 1, Nr. 12) ein interessanter Unterschied gegen- 
iber der Wirkung des H,O,, da der Effekt des NaNO, von der Licht- 


irkung abhangig zu sein scheint 


IV. Belichtung von Histidin. 


Obwohl Harris (1. ¢.) eine Sauerstoffaufnahme beim Histidin als 
Chlorhydrat nicht hatte feststellen kénnen. legte der zyklische Bau 
und ungesattigte Charakter dieser Aminosiure doch die Méglichkeit 
einer Zerstérung im Licht nahe. Die Versuche zeigten, daB eine solche 
Zerstérung tatsachlich stattfindet, daB aber auch hier die Alhkaleszenz 
ler Lésung von entscheidendem EinfluB ist. 


Als Praparat wurde  |-Histidin-Monochlorhydrat (Hoffmann. 
La Roche A.-G.) verwendet, zur Bestimmung diente die kolorimetrische 
Methode von Koessler und Hanke’). 


Ein Orientierungsversuch, bei dem eine 0,119°%, Lésung des obigen 
Histidinsalzes in Wasger, zusammén mit 0,1 °,, Tyrosinlésung (inn/50 NaOH), 
beide mit Hp. als Sensibilisator, durch 414 Stunden bei gutem, diffusem 
Tageslicht exponiert wurden, ergab keine Anderung bei der Histidinlésung 
gegeniiber einer Abnahme der Tyrosinlésung auf 0,059°,,; bei einer Be- 
strahlung mit der Quarzlampe (40 ¢m Distanz, 30 Minuten Dauer) war der 
Effekt &ahnlich, wenn auch weniger ausgepragt; die Histidinlésung enthielt 
noch etwa 90°,, die Tyrosinlésung 77°, des urspriinglichen Gehalts. Der 
Effekt wird natiirlich auch beim Histidin starker, wenn man 1 Stunde 
bei 20cm Distanz bestrahit, der Histidinwert sinkt dann mit und ohne 
Hp.-Zusatz auf etwa 33°, des Ausgangswertes, doch schon der Umstand 
ler EinfluBlosigkeit des Sensibilisators deutet darauf hin, daB es sich bei 
einer so intensiven Bestrahlung nicht mehr um einen reinen Lichteffekt 
handelt und jedenfalls auch die Erwairmung dabei eine gréBere Rolle spielt *). 
Nach den Erfahrungen beim Adrenalin usw. wurden nun auch hier alkalische 
Losungen verwendet. 


1) K. K. Koessler und M. T. Hanke, Journ. of biol. Chem. 39, 497, 1919. 
2) Bei einer solchen intensiven Bestrahlung (25 em Lampendistanz) 
kann auch in einer neutralen Adrenalinlésung eine ZerstOrung bewirkt 


werden. 
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Tabelle IV. Histidin. 
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a) Diffuses Licht. 


O1° > o R.B. 93 Zu c u.d werden 25 Tr. n/10 Na OU 
Histidin HC] zugesetzt. b und d sind als Kon, 
Dasselbe 5 B. 100 trolle im Dunkeln 


® ) R. B. 0 
i. R. B. 95 


R. B. 77 Gutes Licht; zu a werden 25 Tr 

R.B 0 Wasser, zu b, c und d je 25 T: 

= n/10 NaOH zugesetzt, d ist als 

0 100 Kontrolle im Kasten. *) Gibt nac 

R. B. 100 langem Stehen eine sehr schwache 
unkolor. Reaktion 


2 


His : 2!., R.B. 8S Guae Licht; PY 2 = Tr. Wasser 

r > zu b, ¢ und d je 25 Tr. 9/10 NaOH 

R. B. + unkol. c und d im Kasten; d wurde vor 

R. B. 100 d. Kolorimetrie neutralisiert, ¢ nicht 
R. B. 100 was ohne Einflu§ erscheint 


R. B. 100 MaBiges Licht; zu b 25 Tr. n 10 
R.B 47 — 


b) Quarzlam pe. 
5a Histidin HC] 5 | 35 R. B. 39 Zu a 25 Tr. Wasser, zu b 25 Tr 
b ° 5 | 35 R.B. + unkol. 10 NaOH 


In Bestaétigung der Orientierungsversuche sehen wir also einen 
zweifelios bestehenden Effekt in saurer Lésung im diffusen Licht, der im 
Quarzlampenlicht sehr ausgiebig werden kann (Nr. 5a), dagegen im 
alkalischen Milieu eine komplette Vernichtung der Farbreaktion binnen 
kiirzester Zeit (bei einstiindiger Beleuchtung in maBig hellem Tageslicht 
nimmt die Reaktion auf 47°; des Ausgangsmaterials ab, Nr. 4b) 
Bei den Dunkelproben tritt keine Anderung des Histidingehalts ein 
Eine schwache Verfarbung der alkalischen Histidinprobe ist nach Be. 
lichtung zu erkennen, sonst ist, wie zu erwarten, eine Bildung melanin 
artiger Produkte nicht wahrzunehmen. Erwirmen einer solchen 
alkalischen Histidinlésung im Brutschrank auf etwa 40° durch 1 und 
2 Stunden bewirkt keine Abnahme des Gehalts. 


V. Behandlung mit einem Radiumpriiparat und mit Réntgenstrahlen. 


A. 
Die starke Zerstérung, die die in dieser Arbeit beobachteten Stoffe 
im Lichte der Quecksilberdampflampe und im diffusen Tageslicht 
erleiden, legte es nahe, an eine ahnliche Beeinflussung bei Behandlung 
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mit anderen Strahlenarten zu denken. So konnte man einen zerstérenden 
Effekt der B- und y-Strahlen des Radiums vermuten. Ein solcher Effekt 
wurde auch tatsachlich fiir das Tyrosin konstatiert; nur ist die Ein- 
wirkung eine so auBerordentlich langsame’), daB eine weitere Aus- 
dehnung der Versuche fiir den vorliegenden Zweck wenig lohnend 
erschien, zumal ja jeweils fiir einen Versuch nur ein einziges Radium- 
praparat zur Verfiigung stand. Dasselbe enthielt 76 mg Radium als 
RaCl, in einem zugeschmolzenen Réhrchen von 44mm _ Glasdicke 
Fiir die freundliche Bereitstellung des Praparats und sonstige Unter- 
stiitzung bei der Ausfiihrung der Versuche bin ich Herrn Professor 
Dr. Karl Przibram vom Radiuminstitut in Wien zu groBem Danke ver- 
pflichtet. 

5eem 0,1°, Tyrosin in n/50 NaOH wurden in einen MeBSzylinder ge- 


bracht, das Réhrchen mit dem Radiumprapacat in die Lésung hineingestellt 
und das Ganze im Dunkeln (in der Kasse des Radiuminstituts) verwahrt. 


a) Dauer der Exposition: 114 Stunden. Die Fliissigkeit ist nach dem 
Versuch schwach gelblich verfarbt. Millon (Mittel von zwei Ansatzen): 
0,092 %. 

b) Expositionsdauer: 244 Stunden. Sehwach gelbliche Verfarbung, 
Millon: 0,085°%. 

c) Zusatz von 3 Tropfen Rose Bengale-Lésung; Expositionsdauer: 
260 Stunden; Millon: 0,094°%. 

Die erwihnte Verfdrbung der bestrahlten Proben zeigt an, daB die 
sehr geringfiigige Abnahme des Tyrosingehalts doch als eine wirkliche 
(auBerhalb der Versuchsfehler bestehende} anzusehen ist. 


. B. 


Durch das freundliche Entgegenkommen von Herrn Prof. Dr 
G. Holzknecht, wofiir ich ihm und Herrn Assistenten Dr. Presser meinen 
ergebensten Dank ausspreche, wurde es mir méglich gemacht, im 
Zentral-Réntgeninstitut des Wiener Allgemeinen Krankenhauses zwei 
Bestrahlungen vorzunehmen. 

Es wurden ohne Filter bei einer Objekt-Fokus-distanz von 23 em 
und einer Effektivspannung von 120 Kilovolt (Stromstarke 3 Milli- 
ampere), das eine Mal 50, das zweitemal 100 Holzknechteinheiten?) 
verfolgt. Das erstemal war kein Effekt wahrzunehmen; das zweitemal 
sah man beim Tyrosin (5 cem 0,1 °,, Lésung in n/50 NaOH) eine gelbliche 


1) Eine trage Einwirkung war iibrigens nach dem umfangreichen 
Versuchsmaterial von A. Kailan zu erwarten (Monatshefte fiir Chemie). 

2) In dem Institut werden 3 Holzknechteinheiten als die Dosis weicher 
unfiltrierter Réntgenstrahlen bezeichnet, die auf der Gesichtshaut gerade 
eine leichte Rétung hervorrufen. Die Messung erfolgt mit der Farbtablette 
von Holzknecht-Sabouraud. 
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Verfarbung ; wahrend die Tryptophanlésung (4 cem in 1°,, NaF) farblos 
geblieben war; dabei enthielt das Tyrosinpriparat noch 90°. das 
Tryptophanpraparat 89°, des urspriinglichen Gehalts von Aminosauy 

Also auch hier besteht zweifellos eine Einwirkung, die aber im Verglei | 
zu der vom Licht der Quarzlampe verursachten auBerordentlich langs: 


vonstatten geht. 


VI. Zusammenfassung. 


1. Es wird die oxydative Zerstérung von Tyrosin und Tryptophan 
bei Belichtung, die die Sauerstoffaufnahme dieser Aminoséuren im 
Lichte der Quarzlampe nach den Versuchen von Neuberg und Harris « 
warten lieB, mit Hilfe kolorimetrischer MeBmethoden verfolgt. Diese 
Zerstérung wird bei Quarzlampenbestrahlung durch Sensibilisatoren 
(Hamatoporphyrin oder Rose Bengale) erhéht, im diffusen Tageslicht ist 
der Effekt durch die Anwesenheit von Sensibilisatoren bedingt. Auber 
der Lampendistanz und Bestrahlungsdauer bzw. Intensitat des Tageslichts 
und Expositionsdauer spielt die Schichtdicke und Konzentration der 
Aminosiurelésung, ferner die Alkaleszenz derselbeneine Rolle. Es wurden 
zumeist 0,1 °,, Lésungen verwendet. Ist die Lésung neutral oder saue: 
so ist der Effekt innerhalb der angegebenen Versuchsdauer nicht wahvr- 
zunehmen. Wasserstoffsuperoryd, das bekanntlich Tyrosin und Tryp- 
tophan zerstért, addiert sich in seiner oxydierenden Wirkung zu der des 
Lichts, ohne selbst darin vom Licht abzuhingen. Beim Tyrosin werden 
durch H,O, die Melanine beseitigt bzw. deren Entstehung gehindert 
was auch mit Hilfe des Spektrophotometers gezeigt wurde; beim Tryp- 
tophan kann ein solcher Effekt nicht festgestellt werden; die Pigment: 
der beiden Stoffe diirften verschiedener Natur sein. Natriumnitrit ver- 
starkt ebenfalls die Lichtoxydation, aber auch die Melaninbildung, scheint 
jedoch im Dunkeln kaum zu wirken. Ein Effekt von Formaldehydzusat: 
ist nur beim Tryptophan wahrzunehmen, es reagiert (wie H,O,) im 
Licht und Dunkel (offenbar unter Einleitung der Melanoidinbildung) 
gleichmaBig und erhéht die Lichtwirkung. 

2. Es wird eine neue Ausfiihrungsart zur quantitativen kolori- 
metrischen Bestimmung von Adrenalin bzw. Dioxyphenylalanin be- 
schrieben. 


3. Wahrend beim Dioxyphenylalanin die fiir die Lichtwirkung 
obligate schwache Alkaleszenz sofort Melaninabscheidung hervorruft 
konnte beim Adrenalin in schwach lackmusalkalischer Lésung ein 
Lichteffekt-festgestellt werden, der den in einer ungefahr ebenso schwac: 
alkalischen Tyrosinlésung iibertrifft. H,O, und NaNO, wirken analog 
wie beim Tyrosin, auch in bezug auf Beseitigung bzw. Verstarkung det 
Melaninbildung. 
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4. Beim Histidin-HCl ist der Lichteffekt, beobachtet nach der 


\Vethode von Koessler und Hanke, schon in schwach saurem Medium 
wahrzunehmen, in alkalischer Lésung aber auberordentlich 


stark 

5. Beim Eintauchen eines Radiumpraparats (76mg Ra) durch 
etwa 10 Tage in eine 0,1°,, Tvrosinlésung (in n/50 NaOH) zeigt eine 
schwache Verfarbung und geringe Gehaltsabnahme der Tyrosinlésung 
ine allerdings auBerst langsame Einwirkung an; dieselbe geringe 
\bnahme bei sehr langsamer Einwirkung ist bei der Behandlung von 
[yrosin und Tryptophan mit Rénigenstrahlen wahrazunehmen. 

Die Versuche sollen auf Pepton- und Eiweiblésungen ausgedehnt 
werden 











Zur Methodik der Milchsiurebestimmung im Harn. 


Von 
Josef Warkany. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener Physiologischen 
Universitatsinstitut und aus der Wiener Universitats-Kinderklinik.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der ,,Seegenstiftung“ 
der Akademie der Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 21. Marz 1927.) 


Obwohl eine Reihe von Milchsiurebestimmungsmethoden fiir den 
Harn angegeben worden sind, die recht gute Resultate zutage férdern 
fand dennoch keine der angegebenen Methoden eine geniigend weite 
Verbreitung. Das liegt wohl in erster Linie daran, daB alle beschriebenen 
Methoden noch recht kompliziert sind, so daB sich z. B. Serien. 
bestimmungen sehr zeitraubend gestalteten und nur in seltenen Fallen 
durchgefiihrt werden konnten. Dabei liegt die Schwierigkeit nicht an 
der Milchsiurebestimmung an sich, sondern vor allem an der Abtrennung 
der Milchsiure aus dem Harn bzw. an der Befreiung des Harns von 
stérenden Substanzen. 


Die am meisten geiibte Methode ist gegenwartig die von Clause’). 
Der Harn wird zunachst mit Natriumwolframatlésung und Schwefelsiéure 
gefallt, das Filtrat nach Zufiigen von Phosphatpufferlésung durch kurz 
dauernde Atherextraktion von den Phenolen befreit. Nach Zugabe vor 
Ammonsulfat wird nun der Harn eine halbe Stunde mit Ather extrahiert. 
dann alkalisch gemacht und nun der Ather abdestilliert und der Ather 
riickstand bis fast zur Trockne eingedampft. Im Riickstand wird nun nach 
der schon von Meissner*) und Schneyer*) geiibten Methode, die eigentlich: 
Bestimmung durch Uberfiihren der Milchséure in Kohlenoxydgas uni 
Messung desselben, durchgefiihrt. Von Polonowski*) wurde eine kolori 
metrische Milchsiurebestimmungsmethode angegeben, die auf einer Braun 
farbung von Milchsaéurelésungen auf Zusatz von alkoholischer Codeinlésung 
beruht. Im Jahre 1913 wurde unter Leitung von Prof. O. Fiirth von 


1) S. W. Clausen, Journ. of biol. Chem. 52, 263, 1922. 

2) R. Meissner, diese Zeitschr. 68, 175, 1915. 

8) J. Schneyer, ebendaselbst 70, 294, 1915. 

*) Polonowsky, C. r. d. se. de la soc. de biol. 88, 13, 475, 1920. 
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[shihara*) eine Milchséurebestimmungsmethode ausgearbeitet, die auf dem 
Fiirth-Charnassschen Verfahren beruht, das an sich recht einfach und leicht 
durchfiihrbar ist. Doch war die Vorbereitung des Harns, insbesondere die 
Abtrennung der Milchséure aus demselben zu kompliziert, so daB die 
Methode, die recht gute Werte lieferte, keine ausgedehnte Verbreitung fand. 
Der Harn wird zunaéchst mit Phosphorwolframlésung gefallt, filtriert und 
die tiberschiissige Phosphorwolframséure mit Barytwasser entfernt. Ein 
UberschuB an Baryt wurde nun nach Filtration durch Einleiten von Kohlen 
siure beseitigt, dann wurde von dem entstehenden Niederschlag abfiltriert 
und dieses Filtrat im rotierenden Lindtschen Apparat der Extraktion 
unterworfen. Bis zur Extraktion waren demnach drei Fallungen und drei 
Filtrationen erforderlich. Nun folgt erst die 24stiindige Extraktion, nach 
welcher der Ather nach Zufiigen von Ammoniak verdampft wird. Daran 
schlieBt sich nun die eigentliche Milchsdiurebestimmung nach Fiirth- 
Charnass. 

Im folgenden scien nun Versuche mitgeteilt, die bezweckten, die 
Methode von /shihara, die, wie schon erwaihnt, gute Resultate lieferte, 
30 weit zu vereinfachen, daB auch eine gréBere Anzahl von Bestimmungen, 
gleichzeitig durchgefiihrt, nicht allzuviel Zeit in Anspruch nehmen. 

Besonders zeitraubend bei diesem Verfahren war wohl die Ather- 
extraktion im Lindtschen Apparat. 

In letzter Zeit war nun von Meyerhof, Hirsch-Kauffmann u. a. ein 
Verfahren geiibt worden, das in Organen Milchsiurebestimmungen ohne 
Extraktion gestattet. Es werden naéimlich nach der Enteiweibung die 
Kohlenhydrate durch eine Kup/fer-Kalkfillung entfernt, so daB im Filtrat 
sofort die eigentliche Milchséiurebestimmung angeschlossen werden kann. 

Es war nun nicht méglich, im voraus zu sagen, ob dieses Verfahren 
ohne weiteres auf den Harn iibertragen werden kémhe, da im Harn 
méglicherweise Substanzen enthalten sein kénnten, die nach Ent- 
eiweiBung und Kupfer-Kalkfaillung in Lésung blieben und gleich der 
Milchsaure Aldehyd liefern kénnten. Es wurde daher zunichst versucht, 
festzustellen, ob nach dieser Methode im Harn Milchsiéiurewerte ge- 
funden werden, die mit den nach anderen Methoden gefundenen iiber- 


einstimmen. 
I. Versuchsreihe. 


a) 100cem Harn wurden mit 20cem 10°%, H,SO, und 80 ccm 
20°, Phosphorwolframsiure (PWS) versetzt und somit auf 200 cem 
verdiinnt. Nach mehrstiindigem Stehen wurde filtriert und zur Ent- 
fernung der PWS das Filtrat mit Atzbaryt versetzt und abermals 
filtriert. Durch dieses Filtrat wurde nun Kohlensiure durchgeleitet 
und von dem gebildeten Niederschlag wieder abfiltriert. 160 cem dieses 
Filtrats wurden nun mit feingepulvertem Calciumhydroxyd (Kahlbaum) 
versetzt und mit 10°, Kupfersulfatlésung auf 200 ccm aufgefiillt. Diese 


1) Ishihara, diese Zeitschr. 50, 468, 1913. 
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Fallung wurde mindestens eine halbe Stunde stehengelassen, dany 
abfiltriert und in 175 cem des Filtrats die Milchsiurebestimmung nac} 
Fiirth-Charnass ausgefiihrt. Da im Harn neben der Milchsaéure noc) 
andere Permanganat reduzierende Substanzen zu erwarten waren 
wurde zur Oxydation eine etwa n/10 Kaliumpermanganatlésung ver 
wendet. Vorgelegt wurde eine etwa n/100 Bisulfitlésung, die gegen ein: 


genau n/100 Jodlésung gestellt worden war. Durch den entstehenden 
Aldehyd wurde eine 6,7 com n/100 Jodlésung entsprechende Bisulfit 
menge gebunden. Es waren daher in den 175 ccm Filtrat, die zur By 
stimmung verwendet worden waren, 6,7 « 0.5 mg!) Milchsaéure, das 
sind 3,3 mg. Da mit aliquoten Teilen gearbeitet worden war, errechnet 
sich fiir 100cem Harn nach den oben angegebenen Zahlen ein Wert 
von 4,8 mg, somit eine Menge, die eher kleiner ist als die gewéhnlic} 
in normalen Harnen gefundene. Es war somit erwiesen, daB nach de: 
genannten Fillungen in den Filtraten auBer der Milchséure kein 
stérenden, aldehydliefernden Substanzen in Lésung blieben. 


b) Zusatzversuche. 


Es wurde nun versucht, die Verwendbarkeit der Methode a) 
Zusatzversuchen zu erproben. Dabei wurde so vorgegangen, daB zu. 
nachst der Prozentgehalt eines Harns an Milchséure ermittelt worden 
ist und gleichzeitig zu 100 cem desselben Harns eine bekannte Menge 
Lithiumlactat zugesetzt wurde. Der in diesem Harn gefundene Wert 
ist in der folgenden Tabelle mit dem Sollwerte (Leerwert des Harns 

Milchséurezusatz) verglichen. In dieser Tabelle sind auch zwei 
Versuche angefiihrt, bei welchen dem Harn auBer der Milchsaéure noch 
je 1 g Glucose zugesetzt worden war, um festzustellen, ob letztere bei 
dem angegebenen Verfahren keine Stérung verursache. 





Glucosezusatz Getunden 


Sollw , WwW 
ollwert Gefundener Wert 0, des Sollwertes 


101 102 100.9 
60.6 58.8 97,0 
78,9 76,4 96,8 
115,0 124.5 108.2 
169.0 154,2 91,3 
174,5 184,4 105.6 
180.5 196.1 108.6 


Die immerhin nicht unerheblichen Abweichungen der gefundene! 
Werte von den Sollwerten diirften durch die zahlreichen Fallungen 
und Filtrationen ausreichend erklart sein. 


') Unter Anwendung der von Fiirth-Charnass bei Verwendung vo 
n/10 Permanganatlésung angegebenen Korrektur (0,5 statt 0,45). 
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In diesen Versuchen war wegen der gréBeren Mengen von Milchsaure 
1/10 Bisulfit- und Jodlésung verwendet worden 

Aus dieser ersten Versuchsreihe geht somit hervor, da} bei der 
Methode von Ishihara die Extraktion im Lindischen Apparat durch 
eine Kupfer-Kalkfallung ersetzt werden kann. 


Il. Versuchsreihe. 

In den oben angefiihrten Versuchen gingen der eigentlichen Milch- 
siurebestimmung vier Fallungen und vier Filtrationen voraus, von 
lenen zwei zur Entfernung der Phosphorwolframsaure dienten. Um 
festzustellen, ob die Phosphorwolframsiurefillung tiberhaupt un- 
erliBlich sei, wurde nun ein Harn direkt der Kupfer-Kalkfallung unter- 
worfen und nun im Filtrat die Milchsiurebestimmung versucht. Dabei 
zeigte sich aber, daB so viele reduzierende Substanzen im Harn ge- 
blieben waren, daB die Oxydation auch nach mehr als 1 Stunde noch 
nicht als beendet betrachtet werden konnte. Auch wurden dabei abnorm 
hohe Aldehydmengen gebildet, so daB die Unterlassung der Phosphor- 
wolframsaurefaillung demnach nicht statthaft erscheint. Dagegen lieB 
sich eine weitgehende Vereinfachung dadurch erzielen, daB die Ent- 
fernung der tiberschiissigen PWS und die Kupfer-Kalkfallung in eine 
Fillung zusammengezogen wurden, so daB der Milchsiurebestimmung 
nur mehr zwei Fallungen vorausgehen; es eriibrigt sich natiirlich auch 
jede Extraktion. 

a) Es wurden zu 50 cem Harn 90 cem PWS und 10 cem 25°, 
Schwefelsiure zugesetzt (Vol. 150 ccm). Diese Fallung wurde durch 
mehrere Stunden stehengelassen, dann wurde vom Niederschlag ab- 
filtriert. Dabei wird eine rotviolette, aber klare Fliissigkeit erhalten 
Zu 150 cem dieses Filtrats wurden nun 10 g reinen pulverisierten Calcium- 
hydroxyds zugesetzt und so lange verriihrt, bis die rotviolette Farbe des 
Filtrats in blau umschligt. Dieser Farbenumschlag ist das Zeichen 
dafiir. daB die iiberschiissige PWS ausgefallt und damit die Re- 
iktion alkalisch geworden ist. Bei Zusatz der oben angegebenen 
Caleiumhvdroxydmenge bleibt nach Ausfaillung der PWS noch ein 
groBer Uberschu8, der nun zur Kupfer-Kalkfallung benutzt wird. 
Diese wurde einfach in der Weise durchgefiihrt, daB die nunmehr blau 
gefirbte PWS-Fallung mit 10°, Kupfersulfatlésung auf 150 cem auf- 
gefiillt wurde. Nach gutem Umrihren wurde der nun entstehende 
blaugriine Niederschlag 1 Stunde stehengelassen; darauf wurde ab- 
genutscht, das Filtrat neutralisiert und so viel H,SO, zugefiigt, dab 
der Gehalt an dieser 0,5°%, betrug. Nun wurde die Milchséiure nach 
Fiirth-Charnass bestimmt; es wurden fiir 100 eem Harn 17,4 mg Milch- 
siure gefunden. 








478 J. Warkany: 


b) Zusatzversuche. 


Diese Versuche wurden in derselben Weise durchgefiihrt wie diy 
der ersten Versuchsreihe, nur wurden statt der dort durchgefiihrten 
vier Fallungen nur zwei in der oben beschriebenen Weise der Milchsiiur: 
bestimmung vorausgeschickt. Die Ergebnisse zeigt die folgende Tabell 





Milchsauregehalt des Sollwert nach Getundener Cieneeeetn Citeriien 
Harns ohne Zusatz Milchsaurezusatz Wert 
mg-°/o mg*' mg} 5 z o des Sollwertes 
21,5*) 598 DOD “4 99 4 
21,5 98,1 99,7 a 101,6 
21,5 98,1 104.5 1 1065 
11,6 32,7 34,0 7] 103.9 
11,6 59.7 60,1 ” 100.6 
17,4**) 38,8 37,2 0,5 95.9 
5,27) 64.9 61,2 0“ 94,2 
*) Icterus cat. **) Diabetes mellitus (Aceton #, Sacchar. Spuren). — +) Nephritis 


Man ersieht aus obiger Tabelle, daB die Ergebnisse durch dix 
beschriebene Vereinfachung keineswegs verschlechtert, sondern im 
Gegenteil verbessert worden sind, so daB sie durchaus empfehlenswert 


erscheint. 


Empfohlene Methode zur Milchsiurebestimmung im Harn. 


Zu 50 ccm Harn werden 90 cem PWS und 10 cem Schwefelsiure 
(25°.) zugesetzt (150 cem). Die Fallung wird durch einige Stunden 
stehengelassen. Dann wird filtriert. 120 ccm des Filtrats werden mit 
10 g Calciumhydroxyd versetzt und mit 10°, Kupfersulfatlésung auf 
150 ccm autgefiillt. Nach ! Stunde wird abgenutscht, 100 cem des 
Filtrats werden neutralisiert und so viel Schwefelsaure zugefiigt, daBb der 
Gehalt der Lésung an ihr 0,5°,, betragt. Mit dieser Lésung wird nun die 
Milchsiurebestimmung nach Fiirth-Charnass durchgefiihrt. Bei diese 
wird zur Oxydation etwa n/10 Kaliumpermanganatlésung verwendet 
die vorgelegte Bisulfitlésung und die zur Titration verwendete Jodlésung 
sind n/100 stark zu wahlen, wenn es sich um normalen Harn handelt 
Bei grobem Milchsiuregehalt sowie bei Zusatzversuchen sind besser 
n/10 Lésungen zu verwenden. Die Berechnung ist bei Verbrauch von 
acem n/100 Jodlésung und bei Verwendung der oben angefiihrten 


a.0,5.150.150 .2 


aliquoten Teile folgende: Prozentgehalt des 


100. 120 

Harns an Milchsaiure in Milligrammen. Diese Methode ist auch bei 
zuckerhaltigem Harn verwendbar, nicht aber bei Anwesenheit von 
Oxybuttersiure und Aceton. Im letzteren Falle miiBte die Milchsaure 
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estimmung nach der hier angegebenen Vorbereitung des Harns im 
Filtrat indirekt nach Mondschein') bestimmt werden. 

Zum SchluB seien noch die Analysenergebnisse einiger normaler 
md pathologischer Harne mitgeteilt, die mit Hilfe der oben angegebenen 
Methode erhalten wurden. 


Normaler Mischharn ........ . 83 mg- 
14,6 am 
4,6 = 
6,7 

- 7 Te 10,3 
Diabetes mellitus (Acetong#) . . . . . 17,4 
Akute hamorrhagische Nephritis 

Tuberkulése Lebercirrhose. 

Icterus catarrhalis 

Atrophische Lebercirrhose . . 

Akute hamorrhagische Nephritis 

Chronische Schrumpfniere 

Carcinom mit Lebermetastasen 

Klonische Krampfe nach Trauma 

Schwere Tetanie . a 

Epilepsie (nach dem Anfall) 


” 


1) Mondschein, diese Zeitschr. 42, 91, 1912. 








Zur Frage der Milchsiurezerstérung durch Erythrocyten. 


Von 


Josef Warkany. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener Physiologischen 
Universitatsinstitut. ) 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der ,,Seegenstiftung* 
der Akademie der Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 21. Marz 1927.) 


Es ist seit den Untersuchungen von Slosse!) bekannt, daB bei der 
Glykolyse durch Erythrocyten aus dem verschwundenen Zucker haupt- 
sichlich Milchsiure gebildet wird. Ob die Erythrocyten die Fahigkeit 
besitzen, die gebildete Milchsdiure weiterzuverarbeiten, ist deshalb von 
besonderem Interesse, weil es fraglich ist, ob kernlose Zellen oxydative 
Prozesse wie die Milchsiureverbrennung bewirken kénnen. Negelein?® 
erwahnt, daB die Glykolyse anstieg, wenn die Atmung von Kaninchenhlut 
durch Zugabe von Blauséure gehemmt worden ist. War dagegen die 
Atmung erhalten, so soll im Kaninchenblut ein Molekiil veratmeten 
Sauerstoffs ein bis zwei Molekiile Milchsiure zum Verschwinden ge. 
bracht haben. Kernhaltige Blutzellen der Végel weisen nach Warburg* 
starke Atmung auf, und es scheint, daB hier die aerobe Milchséurebildung 
Null ist, wahrend anaerob Zucker gespalten wird. Die Atmung der 
kernhaltigen Blutzellen reicht aus, um die Milchséurebildung zum 
Verschwinden zu bringen. 

Im folgenden wird iiber Versuche berichtet, die entscheiden sollten 
ob in steril entnommenem Pferdeblut, das durch Defibrinieren voi 
Leucocyten befreit worden war, eine Milchséurezerstérung in grobem 
Umfange nachweisbar ist und ob eine solche durch Sauerstoffiiberdruck 
gesteigert werden kann. Wissen wir doch aus Fletcher und Hopkins 


) Slosse, Arch. internat. de Physiol. 11, 153, 1911. 
*) Negelein, diese Zeitschr. 158, 131, 1925. 
8) O. Warburg, Zeitschr. f. Physiol. 59, 112, 1909. 
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Untersuchungen, daB man im Muskel durch Sauerstoffiiberdruck 
\Milchs@ure in groBem Umfange zum Verschwinden bringen kann. 

Die Milchséurebestimmungen wurden in dieser Arbeit nach der 
Firth-Charnassschen Methode durchgefiihrt, die Blutzuckerbestim- 
mungen nach Bang. Samtliche Versuche wurden mit defibriniertem 
Pferdeblut ausgefiihrt, das im Schlachthause steril — unmittelbar 
aus den HalsgefaBen — entnommen worden war. Es wurden nur solche 
Versuche verwertet, bei denen sich das Blut nach Beendigung des Ver- 
suchs als steril erwiesen hatte. 


lL 


Versuche iiber Milchséiurezerstérung sind im Blute deshalb er- 
schwert, weil sich der Milchsaiuregehalt des Blutes durch die Glykolyse 
standig verindert. Es wurde deshalb zunichst durch Vergleich des 
verschwundenen Zuckers mit der neugebildeten Milchsdure festgestellt, 
ob der zerfallene Zucker quantitativ als Milchsiure zum Vorschein 
komme, oder ob vielleicht schon unter gewéhnlichen Bedingungen im 
Brutschranke Milchséure weiter zerstért werde. Zu diesem Zwecke 
wurde in einem Versuch steril entnommenes, defibriniertes Pferdeblut 
in zwei Teile geteilt. Eine Halfte wurde fiir 8 Stunden in den Brut- 
schrank gebracht, die andere Halfte wurde sofort auf Milchsiure und 
Zucker untersucht. Der Zucker wurde nach der Bangschen Methode 
bestimmt und entsprach einem Werte von 89 mg-°,,, der Milchsauregehalt 
betrug 23 mg-°®,. Nach der Glykolyse war der Zuckergehalt auf 44 mg-°;, 
gesunken, wihrend die Milchsiure einem Werte von 78 mg-°,, ent- 
sprach. Die Milchséurezunahme betrug demnach 55 mg-°,, die 
Glucoseabnahme aber nur 45 mg-%. Man sieht demnach in dieser 
Versuchsanordnung nicht nur kein Milchsiuremanko, sondern es ist 
sicherlich mehr Milchséure entstanden als Glucose verschwunden ist. 
Man kann sich diese Tatsache mit der Annahme erklaren, daB die 
gebildete Milchséure nicht nur aus der mit der Bangschen Methode 
bestimmbaren Glucose stammt, sondern daB vielleicht auch andere im 
Blute enthaltene Kohlehydrate als Milchsdiurebildner auftreten. 
Man kénnte hier sowohl] an Glykogen als auch an einen gebundenen 
EiweiBzucker denken. Wie dem auch immer sei, geht aus dem Gesagten 
jedenfalls hervor, daB ein Vergleich von Glucuseabnahme und Milch- 
siurezunahme zur Feststellung eines geringen Milchsiureabbaues durch 
Erythrocyten, wie er von Negelein gefunden worden ist, nicht aus- 
reichend ist. Denn es muBte ja mit der Méglichkeit gerechnet werden, 
daB eine etwaige Milchséurezerstérung durch eine Neubildung von 
Milchséure auf Kosten von kohlehydratartigen Substanzen, die nicht 
durch die Bangsche Methode bestimmt werden, iiberkompensiert wird. 
Parallelversuche ergaben ein ahnliches Resultat, z. B.: 

Biochemische Zeitschrift Band 154. 31 
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Vor der Glykolyse 


Nach der Glykolyse 


Milchsaure Glucose ~ Milchsaure : Glucose 
mgs?! 5 mg?? mye? mg-?!5 
46 80 90 48 
46 79 96 45 
Il. 


Im folgenden sei iiber Versuche berichtet, die bezweckten, dix 
Milchséurezerstérung durch reichliche Sauerstoffversorgung zu beein- 
flussen. Diese Versuche wurden in der Weise durchgefiihrt, da mit 
sterilem, defibriniertem Blute von bekanntem Milchséuregehalt Parallel. 
proben im Brutschranke aufgestellt wurden. Wahrend aber eine Proly 
mit der atmospharischen Luft in Beriihrung war, wurde die Parallel. 
probe in einer Berthelotschen Bombe bei einem Druck von 3 Atmospharen 
mit Sauerstoff in Beriihrung gebracht. Auch bei diesen Versuchen 
wurden nur Proben verwertet, die sich nach Beendigung des Versuchs 
als steril erwiesen hatten. Defibriniertes Pferdeblut, das einen Milch- 
siuregehalt von 30 mg-°,, hatte, wurde in zwei sterilisierte Glasgefibe 
verteilt. Wahrend das eine nur mit Watte verschlossen wurde, wurde 
das andere in eine Berthelotsche Bombe gebracht, die nun in der bei 
kalorimetrischen Verbrennungen iiblichen Weise mit Sauerstoff 
(3 Atm.) gefiillt wurde. Beide Proben wurden nun in den Brutschrank 
gebracht. Nach 10 Stunden betrug der Milchséuregehalt der Probe 
die in der Sauerstoffatmosphire gestanden hatte, 74 mg-°,,, wahrend 
die zweite Probe einen Milchséuregehalt von 79 mg-°,, aufwies. Die 
Differenz dieser Werte liegt innerhalb der bei dieser Methode erlaubten 
Fehlergrenzen, so daB eine Beeinflussung der Milchséurezerstérung 
durch die Sauerstoffatmosphare ausgeschlossen werden kann. 

In einem weiteren Versuch lieB ich die Milchséurebildung zuerst 
unter normalem Druck vor sich gehen. Dann wurde die Probe unter 
Sauerstoffdruck gesetzt. Es resultierte ein Wert, der mit dem eben 
angefiihrten praktisch identisch ist. 


Ill. 


Es wurde nun noch auf einem anderen Wege versucht, den Abbau 
der Milchséure durch Erythrocyten zu férdern. Meyerhof) hat gezeigt 
daB animalisches Coenzym die Atmung von Hefe und Muskelzellen, die 
durch Auswaschen der Coenzyme unterbunden war, wiederherstellen 
kénne. Das animalische Coenzym wurde aus Muskelsaft gewonnen 
Wir haben nun versucht, ob Zusatz von tierischem Coenzym zu Erythro- 
cyten in milchséurehaltigem Plasma den Milchsiureabbau férdern 





1) Meyerhof, H. 101, 165; 102, 1, 1918. 
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ie. Zu diesem Zwecke wurde zu defibriniertem Blute eine Lésung 

milchsaurem Lithium zugefiigt und von dieser Suspension, nachdem 

Milchsauregehalt bestimmt worden war, je 100 ccm in ein GefiB 
cebracht. Zu einer Lésung wurde nun Muskelkochsaft zugesetzt, darauf 
beide GefaBe fiir 8 Stunden in den Brutschrank gebracht. Nach Ablauf 
lieser Zeit wurde die in beiden GefaBen enthaltene Milchsaure bestimmt. 
Wahrend zu Beginn des Versuchs der Milchséuregehalt des Blutes 
204 mg-°,, betragen hatte, war er nach seiner Beendigung infolge der 
Glykolyse in dem Blute, dem Coenzym zugesetzt worden war, auf 
247 mg-°,, im KontrollgefaB auf 252 mg-°,, angestiegen. Eine Differenz 
konnte demnach durch Zugabe des Coenzyms nicht erzielt werden 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB unter normalen Ver- 
haltnissen die Milchséureproduktion bei der Glykolyse ein wenig gréBer 
gefunden wird, als der Menge des nach Bang nachweisbaren, ver- 
schwundenen Zuckers entspricht. Dennoch kann die Méglichkeit einer 
weiteren oxydativen Zerstérung der Milchséure nicht ausgeschlossen 
werden, da ja die Méglichkeit besteht, daB ein gewisser Milchsaure- 
verlust durch Milchséurebildung — auf Kosten von kohlehydratartigen 
Substanzen, die durch die Bangsche Methode nicht nachweisbar sind — 
verdeckt wird. 

Eine Férderung des Milchsiureabbaues durch Erythrocyten konnte 
weder durch erhéhten Sauerstoffdruck noch durch Zusatz von Coenzym 


erzielt werden. 





Uber die Klassifizierung 
tierischer Gewebe nach ihrem Stoffwechsel. 


Von 


Otto Warburg. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20. April 1927.) 


Klassifizieren wir die Gewebe nach ihrer aeroben Glykolyse in 
vitro, so kommt es vor, daB dasselbe Gewebe je nach den Ver. 
suchsbedingungen einen verschiedenen Platz erhalt. Beispielsweise 
ist die aerobe Glykolyse junger Rattenembryonen in Ringerlésung gro}, 
in Serum klein. Leberschnitte in Ringerlésung bilden haufig aerob 
kleine Mengen Milchsaure, wihrend sie in Serum nicht nur keine Milch- 
saure ausscheiden, sondern Milchsiure aus dem Serum aufnehmen. Es 
gibt ferner Gewebe, die in vitro — in Serum und aerob — Milch- 
saure produzieren, wahrend sie, wie die Analyse der zufiihrenden 
und abfiihrenden BlutgefaBe lehrt, in vivo keine Milchsaure produzieren. 
Ursache dieses verschiedenen Verhaltens ist die groBe Empfindlichkeit 
der Pasteurschen Reaktion'), die schneller als die Atmung oder die 
Garung leidet und durch die in vitro herrschenden Bedingungen 
unterbrochen werden kann. 

Im folgenden wird eine Klassifizierung der Gewebe vorgeschlagen 
die unabhangiger von den (zufalligen) experimentellen Bedingungen 
ist. Sie schlieBt sich an die friithere, auf der aeroben Glykolyse be- 
ruhenden Klassifizierung an und wird mit dieser identisch fiir den 
Grenzfall, daB die Pasteursche Reaktion maximal wirkt. 


I. Der Girungsiiberschu8 U. 


Die Erfahrung hat gelehrt, daB die Wirkung der Atmung auf die 
Garung in garenden Zellen einen Grenzwert besitzt. 1 Molekiil ver- 
atmeten Sauerstoffs kann bis zu 2 Molekiilen Milchsaéure am Erscheinen 


1) Diese Zeitschr. 172, 432, 1926. 
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verhindern. Nur ganz selten fanden wir in girenden Zellen eine 
wréBere Wirksamkeit, und immer nur dann, wenn die Versuchsfehler 
gro} waren. 

Wie man nun in der Thermodynamik nicht mit der zufalligen 
Arbeit rechnet, die eine chemische Reaktion unter irgendwelchen 
Bedingungen liefert, sondern mit der maximalen Arbeit, die sie besten- 
falls liefern kann, so wollen wir bei der Klassifizierung der Gewebe 
nicht mit der zufalligen Wirksamkeit der Pasteurschen Reaktion, 
sondern mit ihrer maximalen Wirksamkeit rechnen. Wir fiihren zu 
dem Zwecke den GarungsiiberschuB U ein und definieren ihn durch 
die Gleichung 


= Qn? — | 2Qo, | 


U ist also der GarungsiiberschuB, der bei maximaler Wirkung 
der Pasteurschen Reaktion iibrigbleibt. U ist Null, wenn die anaerobe 
Girung gerade gleich der doppelten Atmung ist. Im ibrigen ist U 
negativ oder positiv, je nachdem die doppelte Atmung (nach absolutem 
Betrag) gréBer oder kleiner ist als die anaerobe Garung. Nur im letzten 
Falle ist die Atmung ,,zu klein“ im Vergleich zur Garung. Wirkt 
unter irgendwelchen Versuchsbedingungen die Pasteursche Reaktion 
maximal!), so ist der berechnete Garungsiiberschu8B U mit dem ge- 
fundenen identisch, d. h. 


y O. 
U = Qe 


und die alte und neue Klassifizierung fallen zusammen. 


II. Tabelle der Gewebe. 


In Tabelle I habe ich die friiheren Ergebnisse, soweit sie Gewebe 
betreffen, neu zusammengestellt und die Werte fiir Milz und Placenta 
die Murphy und Hawkins zuerst gemessen haben, hinzugefiigt. Von 
Tumoren sind drei von uns untersuchte transplantierte Stamme auf- 
genommen (Flexner-Jobling, Jensen, Rous), sowie zwei Fille von 
menschlichen Krebsen, die in bezug auf Krebszellen fast hundert- 
prozentig waren. 

Wie man sieht, liegen die U-Werte fiir die normalen Organe, 
mit Ausnahme der Retina, zwischen — 39 und 0, wahrend die Car- 
cinome und Sarkome groBe positive U’-Werte neben einer anaeroben 
Garung von rund 30 geben. 


1) In Serum ist dies haufiger der Fall als in Ringerlésung. Deshalb 
und auch aus anderen Griinden — sollte der Stoffwechsel immer nur in 
Serum gemessen werden. 
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Ich bemerke noch, daB sich simtliche Zahlen der Tabelle auf 
frisch aus dem Kérper entnommene Gewebe beziehen, nicht auf in 


I 


vitro geziichtete Gewebe. 


III, Carcinome und Sarkome des Menschen. 

Da die meisten menschlichen Krebse histologisch unrein sind, 
so gehéren sie nicht in Tabelle 1. Die auf das Gesamtgewicht bezogenen 
Werte von Qo... Qy und U geben hier keine Auskunft tiber den Stoff- 
weehsel der Krebszellen. Immerhin zeigt sich, daB auch diese 
unreinen Gewebe positive l’-Werte liefern, und ferner, dab der pro- 
zentische GarungstiberschuB U OY etwa ebenso groB ist, wie bei den 
Tumoren, die in bezug auf Krebszellen hundertprozentig sind. 

Die Mittelwerte fiir 12 menschliche Carcinome (in Ringerlésung) 
waren}): 

Qu’ + 21, 

U 
Qu" 
Dr. H. A. Krebs und F. Kubowitz haben in der letzten Zeit einige 


menschliche Carcinome in Carcinomserum gemessen und die in 
Tabelle Il verzeichneten Werte gefunden: 


also 


- il, 


- &90/ 
yA lo 


Tabelle Il. 





v 
Gewebe —— 
ny 
Mamma-Carcinom (Scirrhus), 20 bis 
40°, Krebszellen ae 
Lebermetastase eines Gallenblasen-Ca 
10 bis 20%, Krebszellen . * 1,1 - 84% 
Haut-Carcinom, 50 bis 70° Zellen . — 3,1 + 7%, 56% 
Lippen-Carcinom, 50 bis 70°, Zellen 34 - 58% 
62 % 


2.6 - 5,¢ 53 % 


U ist also auch fiir Krebszellen in Krebsserum positiv und pro- 
zentisch etwa ebenso groB wie in Ringerlésung. 

Wire ein Spontantumor mit Ursprungsgewebe statt mit Binde- 
gewebe verunreinigt, etwa ein Darmcarcinom mit Darmepithel, so 
kénnte der groBe negative U-Wert des normalen Epithels den positiven 
U-Wert der Carcinomzellen verdecken. Dann wiirde U negativ. Doch 
haben wir bisher solche Faille nicht gefunden. 


1) Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
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IV. Blutzellen. 


Sowohl weiBe Blutzellen') als auch die roten Blutzellen der Sauy: 
tiere liefern positive U-Werte. Fiir die roten Blutzellen wird dey 
prozentische GarungsiiberschuB sogar extrem groB, weil ihre Atmung 
verschwindend klein ist. Man mag die Blutzellen mit der Retina 
zu den Ausnahmen rechnen oder sie als frei lebende und im Kreis. 


lauf zugrunde gehende Zellen von den Geweben trennen. 


VY. Spontantumoren bei Inzuchtmiusen. 


Murphy und Hawkins*) haben im Rockefeller-Institut 36 Spontan. 
tumoren von Inzuchtmausen untersucht. Aus ihrer Tabelle entnehme 
ich, daB 13 Falle positive U-Werte liefern, die iibrigen Null- oder 
negative U-Werte. Ein Teil dieser Tumoren verhalt sich also wie die 
bésartigen Tumoren des Menschen, ein Teil wie gutartige menschliche 
Tumoren oder wie sehr junges embryonales Gewebe, der Rest wie 
alteres embryonales Gewebe (etwa wie ein Alterer Rattenembryo) 
Eine nahere Priifung der letzterwahnten Fille ware erwiinscht und 
insbesondere eine Angabe iiber den Grad der Verunreinigung mit 
Ursprungsgewebe (voraussichtlich Mammagewebe). Ehe man unter 
den Inzuchttumoren der Miuse eine neuartige Klasse von Tumoren 
annimmt, wird man vor allem daran denken (vgl. III.), daB Ver. 
unreinigungen mit Ursprungsgewebe die Stoffwechseleigenschaften der 
Tumorzellen verdecken kénnen. 


VI. Andere Klassifizierung. 


Wenn auch die Klassifizierung der Gewebe nach den U-Werten. 
ein Fortschritt ist, so méchte ich doch glauben, daB sie spiiter durch 
eine Klassifizierung nach der Fahigkeit, anaerob zu leben und zu 
wachsen, abgelést werden wird. Leider fehlen zurzeit noch die 
Methoden, um Lebens- und Wachstumsfihigkeit der Gewebe unter den 
Bedingungen der Anaerobiose messend zu vergleichen. 

1) W. Fleischmann und #. Kubowitz, diese Zeitschr. 181, 395, 1927 

2) Journ. Gen. Physiol. 8, 115, 1925. 
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Untersuchungen 
iiber das durch Girung gewonnene Hexose-mono-phosphat. 


Von 


C. Neuberg und J. Leibowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die Anschauung hat sich durchgesetzt, daB der typische Hexose- 
di-phosphorsdure-ester nicht als normales Zwischenprodukt der Garung 
und wohl auch nicht der Glykolyse) zu betrachten ist; denn selbst 
unter Verhaltnissen, die Fragen der Permeabilitat sicher ausschlieBen, 
nimlich in Hefeséften, vergart unter den verschiedensten Bedingungen 
nach C. Newberg und M. Kobel') das Zymo-di-phosphat unvergleichlich 
langsamer als nicht phosphorylierter Zucker. Die Aufmerksamkeit 
hat sich deshalb dem von A. Harden und R. Robison*) im Jahre 1914 
beobachteten und dann im Jahre 1922 von Robison mit groBem 
Erfolge néaher*) untersuchten Hexose-monophosphorsdure-ester  zu- 
gewandt. Dieser Forscher (1. c.), ferner A. L. Raymond*) sowie 
0. Meyerhof und K. Lohmann') halten es fiir méglich, daB der Mono- 
ester die physiologische Durchgangsstufe darstellt, wobei die letzteren 
allerdings die Einschrankung machten, daB sein Vorlaéufer eine 
labile Modifikation ist, die erst bei der Isolierung des Mono-phosphats 
zu dem faBbaren Produkt®) stabilisiert wird. Nach den beiden letzt- 
genannten Autoren soll eine halftige Teilung des Mono-phosphorséure- 
esters in dephosphorylierten Zucker und Hexose-di-phosphat stattfinden, 
das unter Umsténden dann als Schlacke liegen bleibt; es ware dem- 


1) C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 166, 488, 1925; 174, 480. 
1926. 

*) A. Harden und R. Robison, Proc. Roy. Soc. 30, 16, 1914. 

3) R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 

*) A. L. Raymond, Proc. Nat. Acad. of Sciences, 11, 622, 1925; Chem. 
Centralbl. 1926, I, 2013. 

5) O. Meyerhof und K. Lohmann, Naturwissenschaften 14, 1277, 1926. 

*) Eine ahnliche Meinung hat H. Pringsheim (diese Zeitschr. 156, 111, 
1925) fiir das Hexose-di-phosphat geauBert. 
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zufolge in dem friiher von C. Neuberg betonten Sinne!') ein abnormes 
Erzeugnis, das sich bei Zufuhr ungewoéhnlicher Mengen anorganisc)e 
Phosphats im Gargute anhauft. Die Verhaltnisse werden nun durch 
die Annahme kompliziert, daB der Mono-phosphorsaure-ester voy 
Robison nicht einheitlich, sondern ein Gemisch sein soll, in dem sowoh! 
eine Aldohexose als eine Ketohexose als Phosphorséure-ester enthalten 
waren. Fir die Aldosenatur haben sich Kluyver und Struyk?) ein. 
gesetzt ; das dem Di-phosphat zugrundeliegende Kohlenhydrat sprechen 
sie dagegen als eine 3-Ketohexose an. Nun sind aber gerade dic 
bisher mit einiger Wahrscheinlichkeit als 3-Keto-hexosen®) betrachteten 
Zucker als nicht garfihig erkannt, waihrend die Hexose des auf dem 
Garungswege gebildeten Mono-phosphorséure-esters der alkoholischen 
Zuckerspaltung zuganglich ist. Freilich besteht dabei die Verwicke 
lung, daB der Ester selbst auch in zellfreien Systemen unzweifel. 
haft langsamer vergirt als nicht phosphorylierte Glucose oder Frue- 
tose, wobei die Endrate der Vergirung nach den bisherigen, von 
C. Neuberg und M. Kobel gemachten Erfahrungen*) fiir die freien 
Kohlenhydrate gréBer ist als fiir den Ester. In verschiedener Hin 
sicht herrschen also bislang nicht behobene Unklarheiten in bezug auf 
die Frage, ob im Mono-phosphorséure-ester wirklich das lange gesuchte 
obligatorische Zwischenprodukt der Garung vorliegt. Es erscheinen 
uns nun drei Aufgaben als wichtig: 

1. Die Methode zur Gewinnung des Esters ist ergiebiger zu ge- 
stalten. 

2. Auf rein chemischem Wege ist der Grad seiner Einheitlichkeit 
festzustellen. 

3. Die Vergarungsverhiltnisse und Konstitution der auf chemi 
schem wie enzymatischem Wege in Freiheit gesetzten Hexose sind 


zu priifen. 


1) C. Neuberg und Mitarbeiter, diese Zettschr. 78, 238, 1916; S89, 244, 
1917; 108, 320, 1920. (OQppenheimers) Handbuch der Biochemie, 2. Auil., 
8, 454, 1924. 

2) A. J. Kluyver und A. P. Struyk, K. Akad. van Wentensch. Amster. 
dam 29, 322, 1926. 

%) Im iibrigen diirfte den konstitutionschemischen Hypothesen von 
Kluyver und Struyk inzwischen die Grundlage genommen sein; W..\. 
Haworth und E., L. Hirst (Journ. chem. Soc. (London) 1926, 8. 1858] haben 
namlich durch den Nachweis des Amylenoxydringes im normalen Fruchit- 
zucker, und des Butylenoxydringes in Irvines y-Fructose gezeigt, dai 
weder der von den hollaindischen Autoren verlangte 2, 5-Ring in der 
gewobnlichen Ketose noch der postulierte 2,4-Ring in ihrer als labil 
vorausgesetzten Modifikation existiert. Damit haben die englischen 
Forscher die Aufstellung der Formeln unmédglich gemacht, auf die sich 
Kluyver und Struyk stiitzen. 

*) C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 179, 451, 1926. 
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Durch Gaérung gewonnenes Hexose-mono-phosphat. 


I. Darstellung des Hexose-mono-phosphorsaure-esters. 


Nach den Angaben von Robison ist es wesentlich, die Zufiigung von 
Zucker und sekundaérem Natriumphosphat zum Hefensaft sorgfaltig 
derart zu regeln, daB jede Zugabe die langsamer gewordene Kohlen- 
dioxyd-entwicklung wieder anfacht. Wir haben gefunden, da8 eine 
ingstliche Innehaltung dieser Bedingungen nicht erforderlich ist. Es 
geniigt, den alternierenden Zusatz von Zucker und sekundirem phosphor- 
sauren Natrium so zu gestalten, daB im Garkolben dauernd ein deut- 
licher Uberdruck besteht und beim Schiitteln ununterbrochen Kohlen- 
siure entweicht. Die besten Resultate liefern Safte mit kurzer 
Inkubationszeit, d. h. mit schnellem Vergérungsbeginn, aber nicht zu 
grobem Vergarungsvermégen. Bei dem von uns verwendeten Material 
— Hefesaften zumeist aus untergariger Bierhefe der Schulthetf-Patzen- 
hofer-Brauerei, nach Angaben von Lebedew bereitet — dauerte die 
Operation bis zum Abbruch des Versuchs kaum jemals langer als 
3 Stunden, nach erfolgter Angarung gewéhnlich 2 Stunden, wobei alle 
Prozeduren bei Raumtemperatur, d. h. unterhalb 22°, gewéhnlich bei 
20° bis 21°, vorgenommen wurden. Héhere Warmegrade sowie langere 
Digestionsdauer und starke Girkraft verschieben anscheinend den 
PhosphorylierungsprozeB zugunsten der Bildung von Hexose-di- 
phosphat. 


Bei Beriicksichtigung dieser Verhaltnisse laBt sich die Aufarbeitung 
und ebenso die Ausbeute gegen die Vorschrift von Robison verbessern. 
Robisons Vorgehen ist kurz folgendes: 


Das Gargut wird mit Bariumacetat versetzt, mit Barytwasser neu 
tralisiert und dann mit dem gleichen Volumen absoluten Alkohols gefallt 
Durch Kochen des abgesaugten Niederschlags mit absolutem Alkohol 
wobei das Gemenge nicht unwesenlich st6Bt, wird nunmehr das Eiweib 
denaturiert, das zusammen mit den Bariumsalzen der unveranderten 
anorganischen Phosphorsiure sowie der Hexose-di-phosphorséure nebst 
der Hexose-mono-phosphorsaéure niedergeschlagen war. Durch langeres 
Stehenlassen mit Alkohol vervolistandigt man die Koagulation der Proteine. 
Dem getrockneten Niederschlage entzieht man durch Extraktion mit der 
zehnfacher Menge kalten Wassers zunidchst organische Phosphorsdure- 
verbindungen, hauptsaéchlich das Mono-phosphat. Aus dieser Fliissigkeit 
wird darauf mit Bleiessig das basische Bleisalz der Hexose-mono-phosphor- 
siure nebst der Bleiverbindung in Lésung gegangener Di-phosphorséure 
niedergeschlagen. Die ausgewaschene Bleifaillung wird nach Zerlegung 
mit Schwefelwasserstoff in das Gemisch der Bariumsalze verwandelt; 
deren Lésung wird jetzt von neuvem mit Bleisubacetat gefallt. Die Blei- 
verbindungen sind abermals in die Bariumsalze iiberzufiibren, die alsdann 
mit Alkohol gefiallt, mit absolutem Alkohol gewaschen werden und sorg- 
faltig zu trocknen sind. Darauf wird mit 10°, igem Alkohol extrahiert, 
wobei jetzt iiberwiegend Monophosphat in Lésung geht. Unter Benutzung 
der Aminoséuren sowie Purinverbindungen fallenden Kraft des Quecksilber- 
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acetats') wird hieraus ein hartniickig anhaftender Rest stickstoffhaltige; 
Substanzen entfernt. Durch erneute Umwandlung in die Bleiverbinduny. 
durch deren Zerlegung mit Schwefelwasserstoff und Uberfiihrung der freiey 
Saéure in das Bariumsalz, dessen wiederholte Extraktion mit 10°, igem 
Weingeist sowie Ausfallung mit starkem Alkohol kann letzteres endlich 
analysenrein gewonnen werden. 

Dieses Verfahren l]46t sich nun, wie wir finden, folgendermasen 
vereinfachen: Das zur Aufarbeitung kommende Gargut wird zuniichst 
mit Natronlauge gegen Phenolphthalein genau neutralisiert, dann wird 
es in einen Rundkolben iibergefiihrt und im lebhaft siedenden Kochsalz. 
bade fiir einige Minuten belassen, wobei eine Koagulation der Hefen. 
proteine in groben Flocken erfolgt. Das ausgeschiedene Eiweif wird 
abgeschleudert, wonach man ein spiegelklares goldgelbes Zentrifugat 
erhalt. Durch Zusatz von hinreichend essigsaurem Calcium oder 
Barium und durch Erhitzen entfernt man nun alles anorganische 
Phosphat sowie die Hauptmenge gebildeten Hexose-di-phosphorsiure. 
esters. Wegen der bekannten Schwerléslichkeit der hexose-di-phosphor- 
sauren Erdalkalien gelingt es, beim Sieden im Kochsalzbad jene Salze 
praktisch vollstandig niederzuschlagen, und wenn man kochend heif 
auf einer Saugnutsche filtriert, so geht keine nennenswerte Menge 
Di-phosphat mehr in Lésung. Es scheint auch andere Beimengungen 
bei der ,,HeiB-Fallung* mit niederzureiBen. Die Entfernung von Di. 
phosphat erfolgt so vollstindig, daB eine im Vakuum oder Faust. 
Heimschen Verdunstungskasten konzentrierte Fliissigkeit mit normalem 
Bleiacetat nur noch eine Triibung gibt, wodurch die Abwesenheit 
nennenswerter Mengen Hexose-di-phosphorséure-esters angezeigt wird 

Die weitere Verarbeitung geschieht nun so, daB man die nach 
Behandlung mit essigsaurem Calcium oder Barium erhaltene und mit 
diesen Erdalkalien keinen Niederschlag mehr liefernde Lésung direkt 
mit Bleiessig ausfallt. Wie so haufig vermindert ein wesentlicher Uher- 
schu8 von Bleiessig die Ausbeute, indem er auf den zunichst erzeugten 
Niederschlag etwas lésend wirkt. Die Bleiessigfallung wird nach einigen 
Stunden abgesaugt oder weit besser zentrifugiert und in den Zentri- 
fugenbechern selber mit destilliertem Wasser aufgeriihrt; dann wird 
abzentrifugiert und diese Waschung zwei- bis dreimal wiederholt. Der 
Bleiessigniederschlag wird darauf in einem Porzellanmérser mit destil- 
liertem Wasser zu einem diinnen Brei angerieben und die Suspension 
in eine Glasflasche iibergespiilt ; nunmehr wird Schwefelwasserstoff ein- 
geleitet. Das leicht abfiltrierbare Schwefelblei wird im Mérser verrieben, 
ebenfalls in Wasser aufgeschwemmt und mit H,S behandelt, wobei 
anhaftende organische Phosphorsdure-verbindung abgegeben wird 


1) Vgl. C. Neuberg und S. Lachmann, diese Zeitschr. 24, 173 und 42%, 
1910; C. Neuberg und M! Ishida, ebendaselbst 37, 142, 1911. 
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Die beiden klaren Filtrate werden jetzt durch einen Luftstrom von 
Schwefelwasserstoff befreit und mit gesattigtem Barytwasser genau 
gegen Phenolphthalein neutralisiert. Ein dabei etwa auftretender 
Niederschlag wird durch Filtration beseitigt und die klare Fliissigkeit 
darauf im Faust-Heimschen Apparat in einer Emailleschale auf ein 
kleines Volumen gebracht. In der eventuell filtrierten Fliissigkeit gibt 
manchmal, aber keineswegs immer, normales Bleiacetat einen Nieder- 
schlag. Das Filtrat hiervon bzw. das durch Bleiacetat gar nicht fallbare 
Konzentrat wird nunmehr wieder mit Bleiessig ausgefallt. Die weitere 
Behandlung — Waschen auf der Zentrifuge und Zerlegen des Bleiessig- 
niederschlags — ist die soeben angegebene. Aus der gegen Phenol- 
phthalein mit alkalifreiem Barytwasser zu neutralisierenden Lésung 
falit jetzt schon Alkohol (Volumen 1:1) recht reines hexose-mono- 
phosphorsaures Barium, das sich beim Stehen zusammenballt, gut 
absetzt und leicht auf der Nutsche abfiltriert werden kann; es ist 
sodann mit 50°%igem und schlieBlich mit absolutem Alkohol aus- 
zuwaschen. Es muB sich in kaltem Wasser klar lésen; die wasserige 
Lésung darf weder in stérkerer Konzentration noch in der Verdiinnung 
beim Erwarmen eine Triibung geben und darf auch in 20 %, ‘Lésung 
nicht mit normalem Bleiacetat fallbar sein, darf also kein Di-phos- 
phat einschlieBen. Ist dieses vorhanden, so ist nochmals aus verdiinnter 
Lésung umzufillen. 


Das so gewonnene Bariumsalz kann noch kleine Mengen stickstoff- 
haltiger Substanz enthalten. jedoch auch hiervon frei sein, je nach Art 
des Hefenmazerationssaftes. Der Stickstoffgehalt ist zumeist derart 
gering, daB bei Anstellung der Lasseigneschen Probe zunichst nur 
Griinfarbung erfolgt und sich erst beim Stehen Berliner Blau absetzt. 
Eine Analyse ergab 0.2% N. 

Der negative Ausfall der Reaktionen auf Purine und Pentosen 
biirgt dafiir, daB die Verbindung weder Nucleinséuren noch Nucleotide 
oder Nucleoside einschlieBt, die sich nach unseren friitheren Beobach- 
tungen?) dem auf biochemischem Wege gewonnenen Zucker-phosphat 
leicht beigesellen, wenn es in unzulinglicher Weise gereinigt wird. 


ts ist zu hoffen, daB dieses vereinfachte Verfahren auch zu einer 
leichten Darstellung einheitlicher Substanzen fiihren wird, die Betriebs- 
materialien der tierischen Gewebe bilden. Seit Siegfrieds Entdeckung 
der Phosphorfleischsiure vor mehr als 30 Jahren und des Carniferrins 
sowie spiterhin des Lactacidogens durch Embden sind die Angaben 
liber diese Substrate betriichtlichen Schwankungen unterworfen ge- 


1) ©. Neuberg, E. Farber, A. Lewite und E. Schwenk, diese Zeitschr. 83, 
259, 1917. 
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wesen. Schon Siegfried!) hat ihre Zugehérigkeit zur Gruppe phosphor. 
haltiger Kohlenhydrate und ihre Wichtigkeit als Energiestoff gewiirdigt 
Aber sie sind bald als N-haltig, bald als N-frei, bald als bekannte 
bald als neue Verbindungen angesprochen. Soweit Gemische vorliegen 
dirften sich die Typen der Mono- und Di-phosphate unschwer trennen 
lassen. Die ganze Frage ist nach J.Greenwalds*) bedeutungsvoller 
Entdeckung der di-phosphorylierten l-Glycerinsdéure sowie des Phos. 
phagens durch P. und G. P. Eggleton*) zu iiberpriifen; insbesondere 
schreiben die letztgenannten Autoren dem bisher iibersehenen Phos. 
phagen eine bedeutende Rolle fiir die Muskelchemie zu. 

Die Ertrage, die bei dem geschilderten Vorgehen erzielt werden 
sind auBerordentlich viel gréBer als bei Robisons Originalvorschrift 
Wir und andere‘) im hiesigen Institut haben bei Verwendung von 
1 Liter Hefenmazerationssaft und (der mit der Gargeschwindigkeit 
zu variierenden Menge) von 200g Zucker sowie 130g sekundirem 
Natriumphosphat (Na,H PO, + 12 H,0) iiber 60 g Bariumsalz in einer 
Portion bequem darstellen kénnen‘). 

Eine weitere Vereinfachung besteht darin, daB als zu veresterndes 
Kohlenhydrat Rohrzucker Verwendung finden darf, da er hinreichend 
schnell durch die Hefen-invertase hydrolysiert wird. Ein vergleichender 
Versuch mit Traubenzucker und mit Fructose als Ausgangsmaterial 
ergab, daB mit schnell angirendem Saft aus Glucose mehr organische 
Phosphorsaure-verbindungen entstanden als aus der Ketose, verschieden 
von den Angaben Robisons, der mit Fruchtzucker ein besseres Resultat 
verzeichnet. Freilich bleiben die von Robison erhaltenen Ausbeuten 
(bezogen auf gleiche Mengen des in Reaktion gebrachten Kohlenhydrats: 
21 g aus Fructose und 10 g aus Glucose) in beiden Fallen so weit hinter 
den unsrigen zuriick, daB ein Vergleich nicht ohne weiteres angangig ist 
Bemerkenswert ist, dab das gesamte von Glucose gebundene Phosphat 
als Hexose-mono-phosphat in Erscheinung treten kann, wihrend aus der 
Fructose zumeist eine deutliche Menge Hexose-di-phosphat daneben 


1) Siehe O. Hammarsten, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 
1l. Aufl., 8S. 452, 1926. ‘ 

2) J. Greenwald, Journ. of biol. Chem. 68, 339, 1925; vgl. auch H. Jost, 
Verh. dtsch. Naturf. u. Arzte, 1926. 

3) BE. und G. P. Eggleton, Biochem. Journ. 21, 190, 1927. 

*) Frl. Dr. M. Kobel, mit der dieser Arbeitsweg ausgearbeitet wurile, 
gewann mit 200g Rohrzucker, 150g kristallisiertem Dinatriumphosphat 
und 1000ccem Hefenmazerationssaft 92g analysenreines hexose-mono- 
phosphorsaures Barium. Der Saft gor schnell an, aber dann mit maBiger, 
konstanter Geschwindigkeit weiter. 

5) Diese bisher nicht erreichten hohen Ausbeuten kénnen vielleicht 
ein Argument zugunsten der Ansicht abgeben, daB dem Géarungsmono- 
phosphat der Rang eines wichtigen Durchgangsgebildes zukommt. 
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entsteht. Dieses Verhalten bedarf noch der eingehenden Untersuchung, 
la, abhangig von den Ziichtungsbedingungen und dem Zustande der 
Hefe, auch Safte mit abweichendem Phosphorylierungs-vermégen im 
Verlauf unserer mehr als 60 Einzeldarstellungen beobachtet worden sind. 


Il. 

Das amorphe Bariumsalz bietet nach der Art der Gewinnung keine 
Garantie fiir die Einheitlichkeit des zugrundeliegenden Hexose-mono- 
phosphats, jedoch wiirde fiir eine konstante Zusammensetzung zunachst 
der Umstand sprechen, daB man in praxi stets eine Substanz von 
gleichem spezifischen Drehungsvermégen erhalt. Dieses bewegt sich 
nUbereinstimmung mit den Angaben von Robison, zwischen 24° und 26° 
fir die freie Saure. Nun haben C. Newberg und O. Dalmer') gezeigt, 
daB die verschiedenen Zucker-phosphorsaure-ester mit den Alkaloiden 
harakteristische Salze liefern, und sie haben dieselben zur 
Charakterisierung der Zuckerphosphate empfohlen; man konnte also 
hoffen, durch Uberfiihrung in ein gut kristallisiertes Alkaloidsalz iiber 
die Individualnatur dieses Mono-phosphorséure-esters Klarheit zu 
shaffen. Ein Brucinsalz, das Robison erwahnt, ist nach! seinen 
Angaben nur semikristallinisch gewesen. Wir haben gefunden, dab 
das Strychninsalz (s. 8.503) auBerordentlich gut und leicht kristalli- 
siert. Bei etwas anderer Arbeitsweise als der von Robison ein- 
geschlagenen, gewinnt man das Brucinsalz als eine véllig durch- 
kristallisierte Masse, die unter dem Mikroskop ein gleichmaBiges Bild 
prismatische Plattchen) liefert. Durch gestufte Kristallisation 
is. 8.501) zerlegten wir das Salz in vier Fraktionen. Fraktion | 
bis 4 hatten gleichen Zersetzungspunkt und gleiche Drehung Das 
aus den Fraktionen 1 und 2 sowie 3 und 4 regenerierte Sariumsalz 
besaB das gleiche Drehungsvermégen, das infolge nunmehr gréBerer 
Reinheit um 11%,° héher lag als das des urspriinglich als Ausgangs- 
material benutzten Bariumsalzes. 

Die Ausbeute an einheitlichem, kristallisiertem Brucinsalz macht 
80°, der Theorie aus, berechnet auf die Menge, die aus dem erwahnter- 
maBen noch stickstoffhaltigen Roh-Bariumsalz hervorgehen kann. 
Also mindestens zu diesem Prozentsatz ist das Hexose-mono-phosphat 
eine einheitliche Substanz. 

Fir diese SchluBfolgerung spricht auch das Verhalien bei der 
litrimetrischen Ermittlung der Reduktionskraft. Diese wurde vergleichs- 
weise nach dem Kupfer-Verfahren von Bertrand und der jodometrischen 
Methode von Willstdtter-Schudel sowie mit ihrer nach Auerbach-Bod- 
linder modifizierten Form festgestellt. Wir fanden fiir den Mono- 
phosphorséure-ester, berechnet auf die freie Saure, bei der Bertrand- 


1) C. Neuberg und O. Dalmer, diese Zeitschr. 131, 188, 1922. 
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Titration den Reduktionswert von 66 °, der 4quivalenten Menge Trauben. 
zucker. Die jodometrische Bestimmung ergab uns einen um 8 °,, niedriger 
liegenden Wert, wobei beide Jod-Verfahren dasselbe!) Ergebnis lieferten 

Da beim Kochen mit Fehlingscher Lésung einerseits, bei Behandlung 
mit Hypojodit- bzw. Jod-Bicarbonat-lésung in der Kdilte andererseits 
der Angriff des Mono-phosphorsdure-esters auf ganz verschiedene W cisen 
erfolgt wnd seine Hydrolyse in ungleichem Grade vor sich geht (s. S. 499) 
so méchten wir auf jene Differenzen vorerst keinen entscheidenden 
Wert legen. 

Hinzu kommt, da8 auf verschiedene Arten kiinstlich phosphor, 
lierte Fructose (Versuche von Herrn cand. phil. K. P. Jacobsohn) aut. 
fallenderweise nach beiden Jod-titrationsverfahren einen 15- bis 27°, igen 
Jodverbrauch aufweist, ohne daB etwa Fruchtzucker in Glucose um. 
gelagert wird. Der Eintritt der Phosphorsaéuregruppe scheint also 
die Oxydierbarkeit zu erhéhen. 


III. 


Um Anhaltspunkte hinsichtlich der Natur der im Mono-phosphor- 
saure-ester enthaltenen Hexose zu gewinnen, versuchten wir eine Ab. 
spaltung des Phosphorséure-restes unter méglichst schonenden Be. 
dingungen durchzufiihren. R. Robison beschreibt eine enzymatische 
Hydrolyse durch Emulsin und eine Verseifung mit verdiinnter Schwefel. 
saure ; in beiden Fallen konnte er im Hydrolysat d-Glucose als Glucosazon 
nachweisen, ohne jedoch die Méglichkeit der Anwesenheit auch anderer 
Zucker auszuschlieBen. Da dem Emulsin ‘nur ausnahmsweise eine 
energisch wirksame Phosphatase beigemischt ist, fiihrten wir die enzy- 
matische Spaltung mit ,,Taka-Diastase“ aus, nachdem sich der hohe 
Gehalt derselben an Phosphatuse*) durch mehrere einschlagige Arbeiten 
des hiesigen Instituts herausgestellt hat. Der Verlauf der Einwirkung 
laBt sich sowohl durch Ermittlung der abgespaltenen Phosphorsaure 
als auch durch Bestimmung der Reduktionszunahme verfolgen. Das 
aus dem eingeengten Hydrolysat mit Alkohol extrahierte Kohlenhydrat 
bzw. das Zuckergemisch wurde polarimetrisch und reduktometrisch 
untersucht. Wir fanden nach dem Jod-Verfahren (Auerbachs Modi- 
fikation) um etwa 15%, niedrigere Werte als nach dem Kupfer-Ver- 


1) Dabei ist jedoch folgendes zu beachten: Nach Méglichkeit ist bei dem 
Verfahren von W illstdtter und Schudel ein Uberschu8 von NaOH iiber die bei 
Berechnung der Fructose als Glucose benétigten 3 Mol zu vermeiden! Bei 
starkerer Alkalinitat wird Fructose in steigendem MaBe unter Jodverbrauch 
angegriffen, vielleicht nach voraufgegangener Umlagerung. Jedocl: ist 
Fruchtzucker gegen Jod in Soda-Bicarbonatlésung praktisch bestandig. 
Belege siehe im experimentellen Teile 8. 500. 

*) Literatur siehe bei C. Neuberg und E. Simon, Phosphatasen, in Abder- 
haldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod., Abt..IV, Teil 1, 8. 615, 1927. 
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fahren; doch laBt sich diese Divergenz nicht durch die Annahme des 
\orliegens eines Gemischs aus 85°, Glucose und 15°, Fructose erklaren, 
da die unter dieser Voraussetzung berechneten Drehwerte weit héher 
als die experimentell gefundenen liegen miiBten. Bei der Osazonprobe 
erhielten wir neben reichlichen Quantitaten Glucosazon geringe Mengen 
eines in heiBem Wasser sowie in kaltem Alkohol und Aceton léslichen 
Produktes. Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Wasser besaB es 
einen Zersetzungspunkt von etwa 170°; leider reichten die bisher 
isolierten Mengen noch nicht fiir eine genauere Untersuchung aus. 

Das Verhalten des enzymatisch in Freiheit gesetzten Zuckers bei 
der Vergarung war nicht wesentlich verschieden von dem der Glucose 
und Fructose. Er vergor manchmal etwas beschleunigt, doch waren 
die Differenzen nicht ausgesprochener, als sie zwischen den beiden 
normalen Zymohexosen gegeniiber diversen Hefensorten auch sonst 
zutage treten. 


Als weniger giinstig fiir die Untersuchung der in Frage kommenden 
Hexose stellte sich die Siurehydrolyse heraus. Hierbei erfolgt betracht- 
liche Zerstérung des abgespaltenen Zuckers, so daB wir wegen ein- 
tretender Dunkelfarbung stets vor Erreichung einer 50°, igen Zerlegung 
die Hydrolyse abbrachen. Im Alkoholextrakt konnte nur ein Bruchteil 
derjenigen Zuckermenge nachgewiesen werden, die unter Zugrunde- 


legung des aus der Phosphatablésung berechneten Spaltungsgrades 
erwartet werden miiBte. Das Verhaltnis des Reduktionsvermégens 
gegen Kupferoxydsalz und Jod wich bei diesem Zucker von dem fiir 
das Enzymhydrolysat ermittelten Wert ab und naherte sich 1; vielleicht 
war vorhanden gewesene Ketose zerstért. Jedoch wies auch dieses 
Produkt den auffallend niedrigen Drehungswert auf. Bei der Ver- 
girung zeigten sich keine Besonderheiten; Gargeschwindigkeit und 
Garumfang wichen nur wenig von den entsprechenden Werten fiir 
Glucose und Fructose ab. 


Wir gewinnen somit den allgemeinen Eindruck, daB der Robisonsche 
Mono-phosphorsaéure-ester zum weitaus gréBten Teile (mindestens zu 
80 bis 90°) einen einheitlichen Koérper darstellt, aus dem sich jedoch 
die Phosphorsaéure nicht abspalten 1aBt, ohne daB der Zuckerrest Um- 
formungen irgendwelcher Art erfihrt. Die Méglichkeit solcher Um- 
lagerungen, selbst bei der enzymatischen Hydrolyse, ist gegeben, da 
wir nach den Daten von O. Newberg und A. Gottschalk') iiber den 
Kohlenhydratumsatz in Leber- und Muskelzellen sowie nach denen von 
O. Meyerhof*) iiber die Glykolyse ein abweichendes Verhalten von 


1) C Neubera und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 146, 164, 1924. 
2) O. Meyerhoj/, Naturw. 14, 756, 1926; diese Zeitschr. 178, 462, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 154. 32 
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freiem Zucker und Zucker-phosphaten feststellen und in den Phosphor. 
sdure-estern eine spezielle und noch nicht identifizierte reaktions 
faihige') Form der Hexose voraussetzen miissen. 


Beschreibung der Versuche. 


Wir fiihren hier lediglich die Ergebnisse von vier Ansitzen zw 
Darstellung des Hexose-mono-phosphats nach der oben beschriebenen 
Methode an. 

Ansatz jeweils mit 1000 ccm Hefensaft und 200g Rohrzucker 

1. Induktionszeit 1'/, Stunden, Operationsdauer 2°, Stunden 
Zusatz von 140g Na,HPO, + 12 H,O; Ausbeute 18g Bariumsaly 

{a]p = + 11,8° 
(a = + 0,829, 1 = 2, c = 3,468). 
Fiir die freie Sdwre war 
[a], = + 24,2° 
(a = + 0,699, 1 = 2, c = 1,423), 
bestimmt mit einer Lésung des Bariumsalzes in der aquivalenten Menge 
Salzsaure. 

2. Induktionszeit 3/, Stunden, Reaktionsdauer 3 Stunden, Phosphat- 
zugabe 145g; Ausbeute 34g Bariumsalz. 

Fiir die freie Sdure 

{a]p = + 23,7° 
(a = + 0,79, 1 -=2, c = 1,655). 

3. Induktionszeit 20 Minuten, Reaktionsdauer 2'/, Stunden, zu- 
gefiigtes Phosphat 130g; Ausbeute 62 g Bariumsalz. 

Fiir die freie Séure 

[a]p = + 24,6° 
(a = + 0,639, 1 = 1, ¢ = 2,560). 

4. Induktionszeit 14% Stunden, Reaktionsdauer 3'/, Stunden, 
Phosphatzugabe 120g; Ausbeute 21 g Bariumsalz. 

Fir die freie Sdure war 

[a], = + 24,7° 
(a = + 0,679, 1 = 2, c = 1,358). 


1) Wir méchten besonders fiir den von C. Neuberg und M. Kobel 
(Zeitschr. f. angew. Chem. 88, 761, 1925) vorgeschlagenen Namen am-Form 
pladieren. Denn ,,am‘“‘ als Abkiirzung fiir alloiomorph bringt nicht nur die 
Verschiedenheit vom gewohnlichen stabilen Produkt zum Ausdruck, sondern 
gibt auch das ,,FlieBende‘‘, die Méglichkeit zur Annahme verschiedene! 
Gestalten, wieder. 
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Durch Garung gewonnenes Hexose-mono-pbosphat. 


Analysen mehrerer Prdparate des Bariumsalzes. 


Fir die Analysen wurde die Substanz bei 70° tiber P,O; im Hoch- 
vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
0,1650 g Substanz lieferten 0,0961g BaSO, = 34,3% Ba 
0,1192 g ‘ : 0,0700 g BaSO, = 34,6% Ba 
0,1313 g 0,0759 g BaSO, 34,0°,, Ba 
0.1982 g¢ ‘s ; 0,0555 g Mg, P,O, 7,8% P 
0,2566 g “ : 0,0710 g Mg, P,O, 7,7% P 
Kolorimetrische Phosphorbestimmungen wurden nach _ vorauf- 
gegangener Soda-Salpeter-Schmelze der Substanz, Abrauchen mit 
H,SO, und Filtration oder nach Zerstérung der organischen Substanz 
mit saurem Wasserstoffsuperoxyd nach der gerade fiir Zucker-phosphat 
schon vor langerer Zeit!) empfohlenen Methode von J. A. Mandel und 
(. Neuberg vorgenommen; sie zeigten mit dem durch K. Lohmann und 
L. Jendrassik*) verbesserten Verfahren von Bell und Doisy bzw. von 
Fiske und Subbarow in verschiedenen Praparaten: 7,4, 7,3, 7,9,7,3°, Pan. 
C,H,,0,.PBa: Ber. Ba = 34,75; P = 7,85%. 


Praparat 1 war stickstofffrei. 

Eine Kjeldahlbestimmung an dem Gemisch der drei anderen 
Praparate ergab: 0.21%, N. (0.3917 g Substanz verbrauchten |0,6 ccm 
n 10 H,S0O,.) 


Reduktionsvermégen der Hexose-mono-phosphorsdure. 


0.8307 g Bariumsalz, entsprechend 0,5470 g freier Saure, wurden 
in Wasser gelést und mit Na, 80, versetzt; das ausgeschiedene BaSO, 
wurde abfiltriert und das Filtrat auf 100 ccm aufgefiillt. 

a) Zuckerbestimmung nach Bertrand: 


mg Cu entsprechend 68,2°, , des Reduktionsvermégens 


Aus 3ccm 7 
7... a so 67,0% } der d&quivalenten Menge 


, 


] 

. « = 

wa « 

B) Zuckerbestimmung nach Willstdtter und Schudel: 10 ccm ver- 
brauchten 2,55 cem n/10 J 60,9°, der Reduktion von Glucose. 

y) Zuckerbestimmung nach Auerbach und Bodldander: 10 ccm ver- 
brauchten 2,50 cem n/10 J = 59,7°% der Reduktion von Glucose. 


5 
5, 
9,0 ,, Cu - 66,8 % Glucose. 


Unierschiedlicher Verseifungsgrad des Mono-esters bei den 
Reduktionsbestimmungen nach Berirand und nach W illstdt.er-Schudel. 
0,78 g Ba-Salz wurden in wasseriger Liésung mit Na,SO, umgesetzt, 
filtriert und auf 25,0 ccm aufgefiillt. 


1) J. A. Mandel und C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 196, 1915; vel. 
C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 179, 473, 1926. 
*) K. Lohmann und L. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419, 1926. 


32* 
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Je 10,0cem wurden vorschriftsmaBig nach Bertrand und nach 
Willstdtter-Schudel behandelt. 

1. Die vom Cu,O getrennte Lésung wurde mit viel NH,Cl, dann 
mit Magnesiamischung versetzt und filtriert; der Niederschlag wur« 
mit verdiinntem NH,, dann mit Wasser gewaschen, in verdiinntem 
H,SO, gelést und kolorimetriert. 

Gefunden: 39,.9mg P,O; = 71%, der theoretisch abspaltbaren 
Menge. 

2. Die mit Na-Hypojodit titrierte Flissigkeit wurde in derselben 
Weise aufgearbeitet. 

Gefunden: 5,0 mg P,O; = 9%. 

Wie man sieht, wird beim Kochen mit Fehlingscher Mischung 
ungefahr achtmal so viel Phosphorsdure frei, als bei Einwirkung von 
Hypojodit in der Kalte, so daB jeweils ganz verschiedene Mengen 
dephosphorylierten Zuckers der Einwirkung des Alkalis und des Oxy 
dationsmittels ausgesetzt sind. Analoge Verhialtnisse walten auch 
bei den iibrigen Zucker-phosphorsaure-estern ob und diirfen daher 
(s. 8.496) nicht unberiicksichtigt bleiben. 


Joaometrische Bestimmungen in etwa 1°%igen Fructoseldsungen (vgl. S. 496). 


Lésung I. Reduktionsvermégen nach Bertrand: Aus 5 ccm 81,5 mg Cu 


42,2mg Zucker = 0,84°,. Drehung: a = — 1,56°, / 2. Da 
[a]p = — 92°, so ist die Fruchtzuckerkonzentration = 0,85°,. 


Lésung II. Reduktionsvermégen nach Bertrand: Aus 2 ccm 39,7 mg Cu 
= 19,7 mg Zucker. Fructosegehalt = 0,985°%. 





Angewandte n/10 J Alkali Jodverbrauch 
Lésung in ccm 

ccm ccm ccm 

il 1 15 W*) 0.03 

21 3 45 W O11 
21 3 20 =~ A*) 0,05 

51 8 12 W 0,17 

51 8 50 A 0,09 

7I 10 15 Ww 0.35 

7I 10 70 A 0.08 
101 10 Ib Ww 0,38 
101 10 100 A 0.05 
101 20 30 OW 0,62 
51 5 50 A 0,00 
51 10 100 A 0.07 
51 5 75W 0.03 
511 5 20 W 0.50 
51 10 Ib Ww 015 
51 10 30 (OW 0,65 
51 10 40 Ww 0.60 


*) W=n/10 NaOH nach Wilistdtter-Schudel, A = SodasBicarbonat nach Averbach-Bod!c: 
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Durch Garung gewonnenes Hexose mono phosphat. 


Fallbarkeit der Hexose-mono-phosphorsdure. 


AuBer durch Bleisubacetat wird der Mono-phosphorsaure-ester 
uch nach Salkowski-van Slyke-Clausen durch Kupfersulfat plus Calcium. 
hvdroxyd niedergeschlagen, und zwar quantitativ. 

Ebenso verhalten sich tbrigens Zymo-di-phosphat sowie die 
hieraus und aus Rohrzucker-phosphorséure bereiteten Neubergschen 


Hexosen-mono-phosphorsaure-ester !). 


Brucinsalz der Hexose-mono-phosphorsdure. 

5.1 g Bariumsalz wurden in wasseriger Lésung mit einer heiB 
gesattigten Lésung von etwas weniger als der berechneten Menge Brucin- 
sulfat versetzt. Die vom Bariumsulfat abfiltrierte Fliissigkeit hinterlieB 
heim vorsichtigen Eindunsten eine halb kristallinische strahlige Masse. 
Sie wurde in wenig Wasser aufgenommen und die Lésung von einer 
zurickbleibenden geringen Triibe abfiltriert. Die fraktionierte Kristalli- 
sation lieB sich nach folgendem Verfahren ausfiihren: 

Man versetzt die wasserige Lésung, wie dieses schon Robison 
getan hat, mit Aceton bis zur beginnenden Triibung und kiihIt auf 0° ab. 
Nachdem sich eine kleine Menge Kristalle abgeschieden hatte und die 
iiberstehende Fliissigkeit véllig klar geworden war, erhéhten wir jetzt 
die Acetonkonzentration vorsichtig, indem sorgfaltig darauf geachtet 
wurde, daB durch die fortgesetzte Acetonzugabe keine Ausfallung 
eintrat. Man kann die sich freiwillig abscheidenden Kristalle zu einer 
beliebigen Zeit abfiltrieren und die Mutterlauge in derselben Weise 
weiterbehandeln. Auf diesem Wege wurden vier Fraktionen kristalli- 
sierter Substanz erhalten. 

Fraktion 1 = 2.1 g. 

[a]p 
(a — 148°, / 
Fraktion 2 = 4,7 g. 
[a]p = 
(a — 1,24°, ] 
Fraktion 3 1.6 g. 
[a]jp = —-: 
(a= — 1,20, / = 2, = 2,925). 

Nach der dritten Kristallisation war die Acetonkonzentration 

auf etwa 90°, gestiegen. Die Mutterlauge wurde im Vakuum ein- 


1) C. Neuberg und E. Kretschmer, diese Zeitschr. 86, 13, 1911; C. Neuberg, 
ebendaselbst 88, 432, 1918; C. Neuberg und S. Sabetay, ebendaselbst 162, 
479, 1925. 
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gedampft, der Riickstand in méglichst wenig Wasser aufgenomme 
die Lésung filtriert und wieder in der oben beschriebenen Weise mit 
Aceton behandelt. Es wurde eine vierte Kristallfraktion gewonne, 
die 2,2 g wog. 
[a]p = — 22,2° 
(a = —0,93°, 1 = 2, c = 2,094). 


Versuche, aus dem Filtrat dieser Fraktion weitere Kristalle zur 
Abscheidung zu bringen, scheiterten. Insgesamt wurden also 10,6 g an 
offenbar einheitlicher kristallisierter Substanz erhalten = 80°, der 
Theorie. 

In 50%, Alkohol (statt in Wasser) wurden nachstehende Drehwerte 
ermittelt : 


Gemisch der Fraktionen 1 und 2: 


[a]p = — 18,8° 
(a = —0,92°, 1=2, ¢ = 2,445). 
Gemisch der Fraktionen 3 und 4: 
{a]p = — 18,4° 
(a = — 0,539, 1 = 2, c = 1,442). 


Analyse des Brucinsalzes: 0,3238 g Substanz: 0,0331 g Mg, P,O,. 

0,1020 g¢ Substanz: 4,6cem N (33°, KOH, 
753 mm, 19°). 

(Cys Hog N; O,), - Cp Hy, O, .PO,H, (1048). Ber.: P = 2,969; N = 5,35 
Gef.: P = 2,85%; N = 5,1 
Das Brucinsalz kristallisiert in prismatischen Plattchen. Alle 
Fraktionen verhielten sich im Schmelzréhrchen gleichmabig: Verfarbung 

ab 145°, Sinterung bei 155 bis 160°, Zersetzung bei etwa 170°. 


Riickiiberfithrung des Brucinsalzes in das Bariumsailz. 


Der Versuch wurde getrennt mit den Brucinsalz-fraktionen 1 und 2 
(5,5 g) einerseits und 3 und 4 (3,0 g) andererseits vorgenommen. Die 
auf 0° gebrachte wisserige Lésung wurde mit einer abgekiihlten 
gesittigten Lésung alkalifreien Baryts versetzt. Es schied sich sofort 
freies Brucin aus; nach kurzem Stehen im Eisschrank erstarrte die 
ganze Fliissigkeit zu einem Kristallbrei. Nun wurde auf der Nutsche 
abgesaugt, der Niederschlag mehrfach mit Eiswasser nachgewaschen 
das Waschwasser mit dem Filtrat vereinigt, die Flissigkeit mit Chloro- 
form ausgeschiittelt und die wasserige Lésung abgehoben. Das iiber 
schiissige Bariumhydroxyd wurde sofort durch Einleiten von Kohlen- 
dioxyd entfernt, das Filtrat im Vakuum eingeengt und mit Alkoho! 
gefallt. Zur Reinigung wurde das Bariumsalz in wenig Wasser auf. 
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genommen, wobei es sich klar léste, und nochmals mit Alkohol gefallt. 
Ausbeute an Bariumsalz 1,8 bzw. 0,9 g, d.h. fast quantitativ. 
a) [a]p = + 25,9° 
(a = + 0,499, 1 = 2, c = 0,947). 
B) [ajp = + 25,5° 
(a = + 0,639, 1 = 2, ¢ = 1,236). 
(In beiden Fallen war die Substanz in der aquivalenten Menge 
Salzsaure gelést.) 
Analyse des regenerierten Bariumsalzes : 
0,0851 g Substanz: 0,0499 g BaSO,, 
0,1908 g “ 0,0520 g Mg, P,O,. 


C,H,,0,;.PO,Ba. Ber.: Ba = 34,75°,; P = 7,85%,. 
Gef.: Ba = 34,60°%; P 7,61 %. 


Reduktionsvermégen. 
0.2420 g Substanz, gelést in 10 com Wasser: 
a) Reduktion nach Bertrand : 


Aus 3ccem 43,8 mg Cu entsprechend 66,5°%, der Reduktionskraft 
der Aquivalenten Menge Glucose. 


8) Reduktion nach Auerbach : 
3cem verbrauchten 2,10cem n/10 J entsprechend 57,5°, der 
Reduktionskraft der entsprechenden Menge Glucose. 


Strychninsalz der Hexose-mono-phosphorsdure. 


Die Darstellung geschah aus 5,6g Bariumsalz, wie wir es beim 
Brucinsalz beschrieben haben. Das Strychninsalz besitzt eine viel 
geringere Wasserléslichkeit und setzt sich demgemaB bereits beim Ein- 
engen der wasserigen Lésung teilweise in schén ausgebildeten Kri- 
stallen ab, die jedoch nicht rein sind. Denn das Strychninsalz neigt in 
héherem MaBe als das Brucinsalz zum hydrolytischen Zerfall; die 
wasserige Lésung triibt sich leicht unter Abscheidung von freiem 
Alkaloid. Die fraktionierte Kristallisation wurde deshalb so vor- 
genommen, daB die wasserige Lésung unter dauernder Hinzufiigung 
von Alkohol bis zum diinnen Sirup eingedunstet wurde. Aus diesem 
sonderte sich beim Stehen im Eisschrank eine Kristallschicht ab, die 
durch Verreiben der gesamten Masse mit verdiinntem Alkohol von dem 
sirupésen Rest abgetrennt wurde. Durch Lésen in Wasser, Wieder- 
einengen unter Alkoholzugabe wird diese Fraktion rein erhalten. Aus 
der Mutterlauge konnten durch fraktionierten Acetonzusatz nach der 
beim Brucinsalz angegebenen Weise zwei weitere Kristallfraktionen 
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erzielt werden; sie miissen nach Aussehen und ihren Drehwerten 1)t 


der ersten als identisch betrachtet werden. Drehungen in 50°, igem 
Alkohol: 
1. 20g; [a], = — 22,0° 
(a = — 0,589, 1 = 2, ¢ = 1,318). 
2. 19g; [a]p = —21,4° 
(a — 0,349, [= 2, c = 0,795). 
3. 2,8g; [a], = — 21,3° 
(a = — 0,389, 1 = 2, c¢ = 0,891). 


Die Gesamtausbeute an einheitlich kristallis'erter Substanz betrug 
6,7 g = 52%, der Theorie. 
Das Strychninsalz kristallisiert in wohlausgebildeten, bereits mit 
dem bloBen Auge erkennbaren Nadeln, die meist zu Kristalldrusen 
angeordnet sind. (Ob das zur Gewichtskonstanz getrocknete Salz 
Kristallwasser enthielt, ist nicht entschieden.) 
0,0914 ¢ Substanz: 4,5cem N (33°, KOH, 753 mm, 19°). 

0,2910 g o 0,0321 g Mg, P,O,. 
(Cy; He N,O,), . CeH,, 0; . PO,H, (928). Ber.: N = 6,04%; P = 3,34 
Gef.: N = 566%; P = 3,12 


Riickiiberfithrung des Strychninsalzes in das Bariumsalz. 
Aus 5,5g Strychninsalz, die in der fiir Brucinsalz angegebenen 
Weise behandelt wurden, konnten 1,6g Bariumsalz wiedergewonnen 
werden. Fiir die freie Saure fanden wir wiederum: 


{a]p — -T 25,3° 
» 


(a= + 0,49, I= c = 0,970). 


Vergleichende Phosphorylierungen von Glucose und Fructose. 


1.Versuch. Inzwei zur selben Zeit und unter identischen Bedingungen 
nebeneinander angestellten Versuchen wurden je 4 g Glucose und Fruc- 
tose in je 20 ccm eines schnell angiérenden Saftes mit je etwa 1 g 1)i- 
natriumphosphats verestert. Dauer der Reaktion 1%, Stunden. Beide 
Lésungen wurden nun gegen Phenolphthalein mit Natronlauge genau 
neutralisiert and zwecks Ausfallung der Eiweifstoffe im Kochsalzbade 
zum Sieden erhitzt. Dann wurde zentrifugiert, der Niederschlag nach- 
gewaschen, das Waschwasser mit den Filtraten vereinigt und auf j« 
100 ccm aufgefiillt. Von den so erhaltenen klaren Lésungen wurden mit 
aliquoten Teilen kolorimetrische Phosphorbestimmungen vorgenomme? 

a) Die Bestimmung des anorganischen Phosphats geschah ohne 
Vorbehandlung der Lésung. 

b) Bestimmung des Hexose-di-phosphats: 
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Hierzu wurde eine Probe der Lésung im Vakuumexsikkator kon- 
zentriert, mit iiberschiissiger Bariumacetatlésung in der Siedehitze 
gefallt und heiB filtriert. Der Niederschlag wurde mit wenig kochendem 
Wasser nachgewaschen; er enthielt alles anorganische sowie das als 
Hexose-di-phosphat gebundene Phosphat. Die gesamte Menge fester 
Substanz wurde in verdiinnter Salpetersdure gelist und mit Na,SO, 
umgesetzt; die Flissigkeit wurde nach dem Abfiltrieren des BaSO, 
mehrfach mit konzentrierter Salpetersaure und Schwefelsdure, zuletzt 
mit dieser allein abgeraucht. Die Differenz aus der in diesem Anteil 
kolorimetrisch ermittelten Phosphatmenge und der nach 1. gefundenen 
ergibt angenahert die Menge des Hexose-di-phosphats. 

c) Die Bestimmung des Hexose-mono-phosphats geschah im 
Filtrat von der Bariumacetat-heiB-fallung nach der Umsetzung mit 
Na, SO, und Zerstérung durch Salpetersadure /Schwefelsaure. 

d) Eine Bestimmung der Gesamtphosphorsdure erfolgte in der 
urspringlichen Lésung nach der Behandlung mit Salpetersaure /Schwefel- 
siure. Die Summe der nach b+ c¢ gefundenen Phosphatzahlen muB 
mit dem nach d) ermittelten Wert tbereinstimmen. 

Nachstehend die Ergebnisse: 





Ansatze mit 


Glucose Fructose 
mg mg 
1) 215,2 1) 354.5 
2) 211.1 2) 349.7 


) 
Anorganisches P.O, - l 
| Mittel 213,1 43,6 Mittel 352.1 69.2 


1) 211,4 1) 389,0 
2) 200.2 2) 397.8 


P.O; in der Ba-Fallung 
| Mittel 205.9 42.2 Mittel 393.4 77.4 


P, O, in Hexosediphosphatbindung (— 7,2) 0,0 41,3 8,2 
(b bis a) 
‘ . { 1) 272,0 1) 98.8 
‘) P,O, im Filtrat von b (Hexose- 2) 264,7 2) 1061 


ono- hos } t 
en ee | Mittel 268.3 549 Mittel 1024 20.1 


1) 485,6 1) 511.2 


ad) Gesamt-P, O; ‘ 2) 491.3 2) 506.0 


| Mittel 4885 100 Mittel 508.6 100 


_ a ee eae “Sve tar 474.2. 97,1 495.8 975 


Enzymatische Hydrolyse der Hexose-mono-phosphorsdure. 


Die Zerlegung durch das Takaferment verliuft analog der von 
Robison beschriebenen Emulsinspaltung, jedoch entsprechend dem 
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héheren Phosphatasereichtum unseres Fermentpraparats mit wesentlich 
gréBerer Geschwindigkeit. 


1. Versuch. Versuchslésung: Na-Salz aus 3,85 g Ba-Salz + wisseriger 
Auszug aus 0,3 g Takadiastase, aufgefiillt auf 100 ccm. 


Kolorimetrische P-Bestimmung. 





Zeit Freies P, O; ioe. Pa Os 
— mg Gesamt-P, O; 
0 0 0 
24 162 23,4 
7 290 56.4 
144 518 74.9 


Der gebildete freie Zucker wurde nach dem Eindampfen der Lésung 
durch Alkohol extrahiert und in 50 cem wasseriger Lésung reduktometrisch 
und polarimetrisch untersucht. 

Reduktion nach Bertrand: 

Aus 2ccm 89,3 mg Cu, entsprechend 46,6 mg Glucose. Die Lésung 
enthielt somit 2,33°, Hexose (als Glucose berechnet) 1,165 g oder 88 
des aus der Phosphat-ablésung berechneten Quantums. 

Auf Grund dieses Reduktionswertes wiirde sich die spezifische 
Drehung?!) zu 

[a]jp = + 11,2%, 
(ap = + 0,52°, 7 = 2, c = 2,33) 
ergeben. 

Jod-Reduktionsvermégen nach W illstdtter-Schudel : 

2ccm verbrauchen 4,25 cem n/!0 J, entspréchend 38,3 mg Aldose. 

Nach Auerbach-Bodlander : 

2cem verbrauchen 4,15 cem J, entsprechend 37,3 mg Aldose. 

Das Jod-Reduktionsvermégen bleibt um etwa 18°, hinter dem Reduk- 
tionsvermégen fiir Kupferoxyd zuriick. 

2. Versuch. Versuchslésung: 4,55 g Ba-Salz + wiasseriger Auszug aus 
0,3 g Takadiastase, aufgefiillt auf 100 cem. Schneller Ausfall von gelatinésen 
Bariumphosphat ®). 

Reduktion nach Bertrand (Titrationen mit je 2 ccm). 





Glucose in °/, 


Zeit in Tagen mg Cu des Gesamt- 
kohlenhydrats 

0 56.8 69,3 

5 72,0 90,5 


In einem vom ausgefallenen Ba-Phosphat abfiltrierten aliquoten Teile 
der Lésung wurde nach Zerstérung der organischen Substanz die ver 


'!) Uber d-Glucose mit ganz niedrigem spezifischen Drehungsvermogen 
s. H. Ost, (Ber. 46, 2995, 1913) sowie H. Ost und L. Wilkening (Chem.-Ztg 
84, 461, 1910). 

*) Vgl. K. Djenab und C. Neuberg, diese Zeitschr. 82, 393, 1917. 
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bene Phosphatmenge kolorimetrisch bestimmt: die Lésung enthielt 
och 0,2450 g P,O, = 30,0°, des Gesamt-P,O,, entsprechend einer Spaltung 


1 70,0%. 
Der mit Alkohol ausgezogene Zucker wurde in 50 ccm wasseriger Losung 


untersucht. 


Reduktion nach Bertrand: 
Aus 2cem 67,9 mg Cu, entsprechend 37,8 mg Glucose. 


Die Lésung ist somit, berechnet auf Glucose, 1,74°%. Daher ware 
[a]p 2 12,9°, 
(a= + 0,459, 1= 2, c¢ 1,74). 
Reduktion nach W illstdtter-Schudel: 
2cem verbrauchen 3,25ccm n/10 J, entsprechend 29,3 mg Glucose. 


Reduktion nach Auerbach- Bodlander : 
2cem verbrauchen 3,20cem n/10 J, entsprechend 28,8 mg Glucose. 


Sdurehydrolyse der Hexose-mono-phosphorsdure. 


Aus 5,1 g Ba-Salz wurde die Saéure mit der berechneten Menge verdiinnter 
Schwefelsdure in Freiheit gesetzt ; dann wurde das Filtrat (etwa 100 ccm) mit 
n H,SO, auf 250 com aufgefiillt und am RiickfluBkihler zum Sieder erhitzt. 


Kolorimetrische Bestimmung der abgespaltenen Phosphorsaure. 





Abgesp. P,O 
Zeit P20; in of, és 


in Stunden mg Gesamt-P, O; 
3 269 29, 
5 312 
10 413 


Die Hydrolyse wurde abgebrochen, da die’ Lésung sich dunkel 
gefarbt hatte. Der durch Alkoholextraktion gewonnene Zucker wurde in 
25coem wiasseriger Lésung untersucht. 

Reduktion nach Bertrand: 

Aus 2,5cem 35,7 mg Cu, entsprechend 17,8 mg Glucose. 


-: 


Reduktion nach Auerbach-Bodldander : 
2,5cem verbiauchen 1,90 cem n/10 J, entsprechend 17,1 mg Glucose. 


Die Lésung ist also 0,72°, ig und enthalt insgesamt nur 0,18 g Hexose 
[a]jp = + 12,5°, 
(a + 0,09°, 7 = 1, c = 0,72.) 
Bei der Vergérung machten sich im Vergleich mit Glucose und 
Fructose keine wesentlichen Unterschiede geltend. 
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